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RESUMEN 
 
Numerosas evidencias sugieren que las acuaporinas (AQPs) intervendrían en el 
movimiento del agua  a  través de  la membrana plasmática durante  la  apoptosis.  Sin 
embargo,  los  mecanismos  que  desencadenan  este  proceso  permanecen  sin 
esclarecerse.  
La salida del agua del  interior de  la célula durante  la apoptosis se produce de  forma 
similar a  lo que ocurre en  la recuperación del volumen de células sometidas a estrés 
hipotónico.  Las  células  rápidamente  se  hinchan  y  al mismo  tiempo  comienzan  los 
mecanismos de  recuperación del  volumen  intracelular  con  la  salida de K+  y Cl‐. Este 
movimiento de  iones es acompañado por  la  salida de agua, proceso que  requiere  la 
presencia de AQPs en la membrana. 
Muchos  autores  han  informado  que  las  AQPs  no  sólo  están  involucradas  en 
procesos fisiológicos sino también en múltiples y diversas disfunciones clínicas.  
El  sinciciotrofoblasto  controla  los  movimientos  transcelulares  de  agua  y  solutos, 
mantiene la homeostasis y  asegura el normal crecimiento fetal. En lo que se refiere al 
flujo de agua,  los requerimientos  fetales aumentan con el avance de  la gestación. Al 
igual que en  la mayoría de  los  tejidos, el  transporte  transcelular de agua placentario 
está mediado por acuaporinas (AQPs).  
La preeclampsia es una de las principales causas de morbimortalidad materna y 
perinatal mundial complicando el 3‐14 % de  todos  los embarazos. Se caracteriza por 
una  respuesta  inflamatoria  sistémica  asociada  a  una  disfunción  endotelial, 
hipertensión y proteinuria. La hipótesis actual sostiene que se produce en dos etapas.  
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En  la  primera  se  observa  una  insuficiente  invasión  y  diferenciación  del 
trofoblasto,  lo  que  deriva  en  una  inadecuada  perfusión  placentaria  que  lleva,  en 
algunos casos, a la segunda etapa, en la que se desarrolla el síndrome materno con los 
síntomas característicos.  
Si bien el nexo entre ambas etapa todavía se desconoce, se ha propuesto que el 
estrés oxidativo jugaría un papel muy importante, ya que contribuye a un incremento 
de la tasa apoptótica del sinciciotrofoblasto, liberando,  como consecuencia, sustancias 
hacia  la  circulación materna,  las  que  posiblemente  inducirían  los  efectos  sistémicos 
observados en preeclampsia.  
En embarazos normales, la muerte celular programada es un proceso fisiológico 
que aumenta progresivamente a medida que avanza  la gestación y  tendría un papel 
esencial en la diferenciación, la sincialización y la degeneración del trofoblasto velloso. 
Sin  embargo,  algunos  autores  han  observado  un  incremento  exacerbado  de  la 
apoptosis del trofoblasto en preeclampsia. Aunque las causas exactas de este aumento 
aún son desconocidas, se sugiere que la hipoxia intermitente podría ser la responsable. 
Nosotros  estudiamos  la  expresión  de  AQPs  en  placentas  preeclámpticas  y 
encontramos  que  AQP9  se  encuentra  aumentada  2,5  veces  en  comparación  con 
placentas normales, pero sin embargo no es funcional para el transporte de agua.  
Ante  estas  evidencias,  postulamos  que  las  AQPs  placentarias  podrían  estar 
participando en  los procesos de apoptosis del  trofoblasto y que  la desregulación de 
estas proteínas podría ser una de las causas del aumento de la apoptosis observada en 
placentas preeclámpticas. 
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El  objetivo  de  este  trabajo  fue  evaluar  la  expresión  de  AQP3  y  AQP4  en 
placentas  preeclámpticas  y  en  explantos  de  placenta  humana  normal  cultivados  en 
distintas condiciones de oxigenación y analizar el  rol de  las AQPs placentarias en  los 
procesos apoptóticos en este modelo.  
La metodología incluyó la recolección de placentas normales y preeclámpticas y 
la  preparación de fragmentos de vellosidades y explantos. Estos últimos se cultivaron 
en tres condiciones de oxigenación: normoxia, hipoxia e hipoxia/reoxigenación.  
Se  evaluó  el  tejido  desde  el  punto  de  vista  de  la  viabilidad,  integridad, 
funcionalidad  y  morfología  en  los  distintos  tiempos  y  condiciones  de  cultivo.  Se 
confirmó la presencia del factor inducible por hipoxia HIF‐1 en la condición de hipoxia 
y, por último, se verificó el estrés oxidativo mediante  la determinación de sustancias 
reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) y de la quimioluminiscencia espontánea. 
La  expresión  de  las  AQPs  se  analizó  mediante  Western  blot, 
inmunohistoquímica e  inmunofluorescencia. Finalmente, se bloquearon  las AQPs y se 
evaluó  la  apoptosis mediante  la detección de  la  expresión de Bax,  el porcentaje de 
núcleos apoptóticos por TUNEL, la fragmentación del ADN y la actividad de caspasa 3.  
Se utilizó HgCl2 como  inhibidor general de  las AQPs, CuSO4 como  inhibidor de AQP3, 
cloruro de tetraetilamonio (TEA) como inhibidor de AQP4 y floretina como inhibidor de 
AQP3.  
Nuestros  resultados mostraron  que  en  las  3  condiciones  de  oxigenación  el 
tejido  conservó  la  viabilidad,  la  integridad,  la  funcionalidad  y  la  morfología.  Con 
respecto a la expresión de las AQPs observamos una disminución de AQP3 y AQP4 en 
placentas preeclámpticas y en placentas normales tratadas con hipoxia/reoxigenación.  
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Además,  la  hipoxia/reoxigenación  provocó  aumentos  significativos  de  estrés 
oxidativo y apoptosis.  
La  inhibición  con  HgCl2  resultó  en  una  disminución  del  número  de  núcleos 
apoptóticos y actividad de caspasa 3 y una falta de fragmentación del ADN. Los mismos 
resultados se obtuvieron  inhibiendo con CuSO4. Con floretina y TEA no se observaron 
cambios. 
Estos hallazgos sugieren que cambios en  la tensión de oxigeno modificarían  la 
expresión de AQPs placentarias. Además, estas proteínas tendrían un posible rol en los 
procesos apoptóticos del trofoblasto, siendo la isoforma 3 la principal responsable. Sin 
embargo, aún no podemos explicar qué papel jugaría la sobre‐expresión de AQP9 y su 
falta de funcionalidad.  
Serán  necesarios  futuros  estudios  para  determinar  si  la  desregulación  de  las 
AQPs  en  la  preeclampsia  y  su  posible  rol  en  los  procesos  apoptóticos  podrían 
contribuir al desarrollo de  las manifestaciones clínicas de este desorden hipertensivo 
gestacional.   
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 DAB: Tetrahidrocloruro de diaminobencidina 
 DIABLO/smac: Segundo activador de caspasas derivado de mitocondria 
 DISC: Complejo inductor de la señal de muerte 
 DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium 
 DMSO: Dimetilsulfóxido 
 DTT: Ditiotreitol  
 ECTB: Citotrofoblasto extravelloso 
 EDTA: Ácido etilendiaminotetraacético 
 EPO: Eritropoyetina  
 FADD: Dominio de muerte asociado al receptor Fas 
 FasL: Ligando del receptor Fas 
 FV: Vellosidades flotantes  
 GCM‐1: Glial cells missing‐1 
 H/R: Hipoxia/Reoxigenación  
 H: Hipoxia   
 H2O2: Peróxido de hidrógeno  
 HEPES: Ácido 4‐(2‐hidroxietil)‐1‐piperazinetano sulfónico 
 HIF‐1: Factor inducible por hipoxia 1 (HIF‐1) 
 His: Histidina 
ABREVIATURAS 
 
 HRE: Elementos de Respuesta a Hipoxia  
 IAP: Proteínas inhibidoras de la apoptosis  
 IL: Interleuquina 
 IRMA: Análisis inmunoradiométrico 
 IUGR:  Restricción del crecimiento intrauterino  
 KCC: Co‐transportador K+/Cl‐ 
 LDH: Lactato deshidrogenasa 
 MTT: Bromuro de 3‐(4,5‐dimetiltiazol‐2‐il)‐2,5‐difenil tetrazolio)  
 N: Normoxia  
 NHE: Intercambiador Na+/H+  
 NKCC: Co‐transportador Na+K+/2Cl‐ (NKCCs)  
 NO: óxido nítrico  
 NPA: Asparragina – Prolina ‐ Alanina  
 NSCC: Canal catiónico no selectivos sensibles a amiloride  
 PARP: Poli(ADP‐ribosa)polimerasa  
 PAS:  PER  (proteína  del  periodo  circadiano)‐  ARNT‐SIM(proteína  single‐minded  de 
Drosophila) 
 PCS: Prostaciclina sintetasa  
 PLGF: Factor de crecimiento placentario 
 PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo  
 pNA: p‐nitroanilida  
 RNS: Especies reactivas del nitrógeno 
 ROS: Especies reactivas del oxígeno 
 RVC: Regulación del volumen celular  
 RVD: Disminución regulatoria del volumen celular  
 RVI: Incremento regulatorio del volumen celular  
 SDS: Dodecilsulfato de sodio  
 sEND: Endoglina soluble 
 Ser: Serina  
 sFLT‐1: Soluble fms‐like tyrosine kinase‐1 o receptor de VEGF 
 siRNA: ARN pequeño de interferencia 
 SOD: Superóxido dismutasa 
 TBARS: Sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico  
 TEA: Cloruro de tetraetilamonio  
 TGFβ3: Factor de Crecimiento Transformador beta 3 
ABREVIATURAS 
 
 TNF: Factor de necrosis tumoral 
 TNFR: Receptor de factor de necrosis tumoral 
 TRADD: Dominio de muerte asociado al receptor de TNF 
 TRAIL: Ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF  
 Tris: Tris(hidroximetil)aminometano 
 Trp: Triptofano  
 TRPV4: Transient Receptor Potencial Vanilloid type 4 
 TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling 
 Tyr: Tirosina  
 VEGF: Factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)  
 VRAC: Canales aniónicos regulados por volumen 
 Z‐VAD‐FMK: Benciloxicarbonil Val‐Ala‐Asp (OMe) fluorometilcetona 
 β‐hCG: Gonodatrofina coriónica humana subunidad β  
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1 INTRODUCCIÓN 
 
1.1 Acuaporinas y transporte transcelular de pequeñas moléculas 
 
El agua es el componente principal del cuerpo humano y es fundamental para el 
control  fisiológico  y  el  mantenimiento  de  la  homeostasis  de  todas  las  células  del 
organismo. Por eso, de  todas  las moléculas que deben  ser  capaces de atravesar  las 
membranas celulares, es  la de mayor  importancia. Los cambios en el  flujo de agua a 
través de  las membranas celulares, que permiten mantener  la homeostasis osmótica, 
se  llevan  a  cabo  mediante  sensores  de  la  osmolaridad  del  fluido  extracelular 
(osmorreceptores) y los correspondientes mecanismos efectores (Goodman, 2002). 
Desde principios de 1970 se conoce que, bajo un gradiente osmótico, el agua se 
mueve  a  través  de  la membrana  de  los  glóbulos  rojos mucho más  rápido  que  por 
difusión  simple  (Stein,  1986).  Esta  observación  hizo  pensar  que  el  flujo  osmótico  de 
agua  debía  producirse  en  forma  laminar  a  través  de  canales  de  agua, moviéndose 
todas  las moléculas  de  agua  en  la misma  dirección,  siendo  un  proceso mucho más 
rápido que el movimiento azaroso de moléculas de agua que difunden individualmente 
a través de la bicapa lipídica (Goodman, 2002).  
En  1988,  Denker  y  colaboradores  aislaron  y  clonaron,  a  partir  de  eritrocitos 
humanos y células de túbulo renal, una proteína integral de membrana de 28 kDa que 
llamaron CHIP28  (channel‐like  integral protein 28)  (Denker y  col, 1988). Más  tarde, en 
1992 los mismos autores demostraron que CHIP28 era un canal de agua.  
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Al  clonar  esta  proteína  en  ovocitos  de  Xenopus,  la  permeabilidad  al  agua 
aumentaba  10  veces  respecto  a  los  ovocitos  control  y  además,  este  aumento  en  la 
permeabilidad era fuertemente inhibido por HgCl2 (Preston y col., 1992). 
Luego  del  descubrimiento  inicial  de  las  proteínas  CHIP28  en  eritrocitos  de 
mamífero,  se  descubrieron  más  canales  de  agua  en  otros  tejidos.  CHIP28  pasó  a 
denominarse acuaporina 1  (AQP1) y se  la conoce como  la proteína representante de 
todos los canales de agua conocidos actualmente como acuaporinas (AQPs).     
 
1.2 Estructura de las AQPs 
 
La AQP1 tiene 269 aminoácidos y, según el modelo de ¨reloj de arena¨ propuesto 
por  Jung y colaboradores en 1994  (Jung y  col., 1994), está  formada por seis dominios 
transmembrana  α‐hélice  conectados  por  cinco  bucles  helicoidales  (A‐D),  dos  de  los 
cuales (B y E) se encuentran dentro de la bicapa lipídica. Los dominios carboxi y amino 
terminal son citoplasmáticos. El bucle B conecta las hélices 2 y 3 mientras que el bucle 
E conecta la 5 y la 6. Ambos bucles conectores contienen un motivo NPA formado por 
Asparragina – Prolina ‐ Alanina conservado en todas las AQPs que sería el sitio para el 
pasaje de agua (Figura 1.1). 
En  la membrana plasmática, cuatro moléculas de AQP se ensamblan para formar 
tetrámeros.  Los  datos  estructurales,  junto  con  simulaciones  de  dinámica molecular, 
indican que el transporte ocurre en una única fila de moléculas de agua que pasan a 
través del poro, en cada uno de  los monómeros  (Hub  y  col, 2009; Khalali‐Araghi y  col., 
2009) (Figura 1.2).  
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1.3 Clasificación de las AQPs 
 
Hasta  la  fecha,  se  han  identificado  13  isoformas  de  AQPs  en  mamíferos, 
numeradas  de  acuerdo  a  la  cronología  de  su  descubrimiento.  Se  encuentran 
distribuidas en una gran variedad de órganos y tejidos (Gonen y Walz, 2006). Según su 
estructura y función se las clasifica en 3 sub‐grupos: 
1. AQPs clásicas: comprenden a las AQP0, 1, 2, 4, 5, 6, y 8. Presentan selectividad 
sólo al agua. Dada  su estructura molecular se  incluyen en este  subgrupo a  la 
AQP6, que además de agua es permeable a aniones, y a  la AQP8 que permite 
también el pasaje de urea (Ishibashi y col, 1997, Yasui y col, 1999).  
2. Acuagliceroporinas:  Pertenecen  a  este  subgrupo  las  AQP3,  7,  9  y  10.  Son 
permeables al agua, urea y glicerol. La AQP9 facilita además el flujo de solutos 
neutros  como monocarboxilatos, purinas  y pirimidinas  (Tsukaguchi  y  col, 1998, 
Ishibashi y col, 1998). 
3. Súper‐acuaporinas:  aquí  se  incluyen  a  las  AQP11  y  12.  Estas  proteínas  se 
localizan en el citoplasma y posiblemente estarían involucradas en la regulación 
del transporte intracelular de agua, en la regulación del volumen de organelas y 
en la homeostasis intra‐vesicular (Ishibashi, 2009). 
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1.4 Localización de las AQPs 
 
Las AQPs de mamíferos se expresan en muchos  tipos de células  involucradas en 
transporte  de  fluidos,  incluyendo  epitelio  y  endotelio  renal,  pulmón,  glándulas 
exócrinas, ojos y órganos gastrointestinales.  
También  se  expresan  en  la  placenta,  órgano  que  tiene,  como  parte  de  sus 
funciones principales, el transporte de agua entre la madre y el feto (Damiano, 2011).  
Además,  las  AQPs  se  expresan  en  células  que  no  tienen  un  rol  evidente  en 
transporte de  fluidos, como por ejemplo, eritrocitos, algunos  leucocitos, adipocitos y 
músculo  esquelético. Otros  ejemplos  incluyen  a  los  astrocitos  a  lo  largo  de  todo  el 
sistema nervioso central y células de apoyo (no excitables eléctricamente) en órganos 
sensoriales como  las células de Müller en  la retina. En el ojo, se expresan en cornea, 
cristalino y epitelio ciliar (Day y col., 2014). 
La distribución de  las AQPs de mamífero  en  los  diferentes  tejidos provee  ideas 
preliminares acerca de sus posibles funciones en las células u órganos. Sin embargo no 
todos los roles se han confirmado aún (Verckman, 2013). La Figura 1.3 muestra la amplia 
distribución de AQPs en el cuerpo humano. 
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Nuestro  laboratorio  ha  informado  la  expresión  de  AQP3  y  AQP9  en  tejido 
trofoblástico (Damiano y col., 2001) y postulado que dichas acuagliceroporinas podrían 
participar no  sólo del  transporte de agua entre  la madre y el  feto,  sino  también del 
movimiento  rápido  de  solutos  a  través  de  las  membranas  celulares,  con  mínima 
perturbación osmótica.  
                
1.6 Las  AQPs  y  la  regulación  del  transporte  transcelular  de  agua. 
Implicancias en la regulación del volumen celular. 
 
Una propiedad común de la mayoría de los tejidos humanos es su capacidad para 
el transporte extremadamente rápido de fluidos.  Ejemplos de esto son procesos como 
la concentración de orina en el riñón (Marples y col., 1995), la foliculogénesis ovárica (Mc 
Connel y col, 2002) o  la secreción de saliva de las glándulas salivales (Krane y col., 2001). 
Todos  estos  procesos  son  esenciales  para  la  salud  y  se  basan  en  el  transporte 
altamente regulado de agua a través de  los tejidos  (Zeuthen, 2002; Tripathi y Boulpaep, 
1989).  
Este flujo de agua se hace posible mediante dos rutas: la primera es el transporte 
transcelular  de  agua  a  través  de membranas  apicales  y  basales  en  respuesta  a  un 
estímulo  osmótico  (Zeuthen,  2002)  creado  por  el  transporte  de  sales  (O'Donnell  y 
Maddrell,  1983).    La  segunda  ruta  posible  es  el  transporte  paracelular  a  través  de 
uniones  célula‐célula  como  respuesta  a  gradientes  de  soluto  (O'Donnell  y  Maddrell, 
1983). Esta última es  importante, por ejemplo, en epitelios muy  abiertos  al paso de 
agua (¨leaky epithelia¨) como el endotelio corneal (Fischbarg, 2010).  
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En los últimos años, se ha empezado a estudiar el rol regulatorio de las AQPs en la 
mediación del  flujo transcelular en  los sistemas más  importantes del cuerpo humano  
y, para ello, se toman como potenciales modelos a las AQPs conocidas en mamíferos. 
El transporte transcelular de agua depende de  la permeabilidad de  la membrana 
plasmática a  las moléculas de agua y, en  respuesta a un gradiente osmótico, puede 
ocurrir de  tres  formas: directamente a  través de  la bicapa  lipídica, por co‐transporte 
pasivo con otros iones o solutos (Loo y col., 1996) o a través de AQPs (Nielsen y col, 1993).  
Si bien el transporte de agua a través de AQPs utiliza un mecanismo pasivo común, 
su regulación y su distribución celular varía significativamente entre distintos sistemas 
(Conner y col, 2013). 
Existen  evidencias  de  que  las  AQPs  no  sólo  son  capaces  de  transportar  muy 
rápidamente agua en respuesta a cambios en la tonicidad, sino que también tienen un 
rol central en la regulación del transporte transcelular (Carlsson y col, 1996) siendo parte 
de los mecanismos que desencadenan los procesos de regulación del volumen celular 
(RVC).  
La  RVC  comprende  dos  procesos:  el  primero  es  la  disminución  regulatoria  del 
volumen celular (RVD), generalmente en respuesta a la hinchazón celular inducida por 
hipotonicidad;  el  segundo  es  el  incremento  regulatorio  del  volumen  celular  (RVI), 
normalmente en respuesta a  la crenación celular  inducida por hipertonicidad. Si bien 
los mecanismos moleculares de ambos procesos no están completamente dilucidados, 
se piensa que no hay un único mecanismo común.  
 A
tipo 
simil
acom
ingre
D
de la
col., 
célul
E
adem
simu
por v
col., 1
 
 
 
 
 
Figu
ocu
isofo
VRA
unque  las
celular  (Hof
ar. El RVD 
pañados  p
so de sodio
urante el 
 célula. Est
1997)  de  la
as, es nece
l  movimie
ás,  para 
ltáneament
olumen  (V
998; Tilly y 
ra 1.4: Dismi
rrir  a  través 
rmas de AQ
C: canal anió
 vías de señ
fmann  y  co
depende d
or  agua  p
 junto con 
RVD (Figura
o puede se
  concentr
sario que e
nto  de  K+ 
mantene
e aniones 
RAC) proba
col., 1993).  
nución regul
de  AQPs  o  d
Ps presentes 
nico regulado
alización a
l,  2009),  el
e  la salida 
ara  reducir
agua hacia 
 1.4), la ac
r dependien
ación  intra
l citoesquel
está  favor
r  el  pot
(principalm
blemente 
atoria del vo
irectamente 
en  la célula 
 por volumen
sociadas a
  resultado 
desde  la cé
  el  volume
el interior c
tivación de
te (Shen y c
celular  de 
eto de acti
ecido  por 
encial  ele
ente Cl‐) a 
activados p
lumen (RVD).
a  través  de 
y sus niveles 
 (adaptado de 
  la RVC par
final de  la
lula de KC
n, mientra
elular.  
 canales de
ol., 2001) o
Ca2+.  Adem
na esté inta
el  gradient
ctrostático
través de c
or  tirosina
 El movimien
la membran
de expresión
Day y col., 2004
ecen ser d
s distintas 
l y Taurina
s  que  el  R
 K+ permite
 independi
ás,  en  la 
cto.  
e  de  conc
  de  me
anales anió
 kinasas  (L
to de agua p
a  celular,  de
. KCC: co‐tra
). 
INTRODUC
ependiente
posibles  ví
  (Huxtable, 
VI  depend
n la salida 
ente (Jorgen
mayoría  d
entración, 
mbrana, 
nicos regu
epple‐Wienh
or ósmosis pu
pendiendo  de
nsportador K
CIÓN 
11 
s del 
as  es 
1992) 
e  del 
de K+ 
sen y 
e  las 
pero 
salen 
lados 
ues y 
ede 
  las 
+/Cl‐, 
 A
activ
D
trans
aume
NHE‐
dism
cana
 
 
Figu
ocu
isofo
Na+K
 
 
 
T
rápid
perm
sino 
demás  es
arían por e
urante el 
portadores
nto del vo
1  (Kapus  y
inución  de
les catiónic
ra 1.5:  Incre
rrir  a  través 
rmas  de  AQ
+/2Cl‐, NSCC:
anto  el  RV
o en el vo
eabilidad d
que muy pr
tarían  imp
l aumento d
RVI (Figura
  Na+K+/2C
lumen celu
  col.,  1994
l  volumen 
os no selec
mento  regula
de  AQPs  o  d
Ps  presente
 canal catióni
D  como  e
lumen celu
e  las mem
obablemen
licados  cu
el volumen
 1.5), la act
l‐  (NKCCs) 
lar por mov
)  y  NKCC
celular, mi
tivos sensib
torio del vol
irectamente 
s  en  la  célu
co no selectiv
l  RVI  son  p
lar provoca
branas cel
te estén in
atro  co‐tr
 celular (G
ivación de 
causan  el 
imiento os
‐1  (Gagnon
entras  que
les a amilo
umen  (RVI).
a  través  de 
la  y  sus  nive
o (adaptado d
rocesos  re
do por el m
ulares no e
volucradas
ansportado
uizouarn y M
intercambi
influjo  de
mótico de 
  y  col.,  20
  también  t
ride (NSCCs
El movimient
la membran
les  de  expre
e Day y col., 20
gulatorios 
ovimiento
s el  factor 
 AQPs.  
res  K+Cl‐
otais, 1999;
adores Na+
  Na+  con 
agua (Hoffm
06)  son  a
endrían  un
) (Ross y co
o de agua po
a  celular,  de
sión.  NKCC: 
04). 
que  involu
 de agua. S
limitante d
INTRODUC
(KCCs)  qu
 Gamba, 20
/H+ (NHEs) 
el  consigu
ann y col., 2
ctivados  p
  important
l., 2007).  
r ósmosis pu
pendiendo  de
co‐transport
cran un  ca
e piensa q
e este pro
CIÓN 
12 
e  se 
05).   
y co‐
iente 
009). 
or  la 
e  rol 
 
ede 
  las 
ador 
mbio 
ue  la 
ceso, 
INTRODUCCIÓN 
13 
 
El mecanismo molecular propuesto para el RVD, que es el más estudiado, propone 
la participación del TRPV4 (Transient Receptor Potencial Vanilloid type 4), un canal de 
Ca2+ de  tipo NSCC que se activa por el estiramiento de  la membrana celular cuando 
ésta aumenta su volumen y ha sido descripto como un osmorreceptor con capacidad 
de sensar los cambios en la osmolaridad (Nilius y col., 2004; Liedtke, 2006).  
En algunos tipos celulares se probó que TRPV4 podría proveer la señal de Ca2+ que 
se  correlaciona  con  la  activación  de  los  canales  de  K+  y  Cl‐  responsables  de  la 
disminución de la osmolaridad celular que ocurre en el RVD (O'Neil y Heller, 2005; Liedtke 
y Kim, 2005). 
Existen evidencias de que TRPV4  interactúa, ya  sea  física o  funcionalmente, con 
AQPs  y  que  esta  interacción  en  necesaria  para  la  translocación  de  TRPV4  a  la 
membrana  plasmática  donde  se  activa  permitiendo  el  ingreso  de  Ca2+  al  interior 
celular.  En  glándulas  salivales  se  observó  que  el  estímulo  hipotónico  aumentó  la 
expresión  de  TRPV4  y  AQP5  en  la  superficie  de  la membrana  y  su  co‐localización. 
Además, en células knockdown para AQP5, el influjo de Ca2+ se redujo y no ocurrió el 
RVD luego del estímulo hipotónico (Liu y col, 2006). 
En  otro  ejemplo,  ratones  knockout  para  AQP3  tampoco  lograron  el  proceso 
normal de RVD y su  fertilidad se mostró reducida, debido a  la  importancia que tiene 
para la movilidad, que los espermatozoides corrijan su volumen celular al entrar en el 
tracto  genital  femenino donde encuentran un medio de menor osmolaridad  (Chen  y 
Duan, 2011; Chen y col., 2011). Se piensa, entonces, que AQP3 estaría cumpliendo, ya sea 
individualmente o como parte de un complejo macromolecular, un papel en  la vía de 
señalización que activa el RVD en los espermatozoides.  
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Si estuviera actuando sólo pasivamente como un canal de agua, el RVD no estaría 
comprometido, sino que solamente llevaría más tiempo alcanzar el equilibrio osmótico 
(Day y col., 2014). 
Galizia  y  colaboradores  estudiaron  la  participación  de  las  AQPs  en  el  RVD  en 
células de  túbulo  colector  cortical de  riñón  (Galizia  y  col.,  2012). Encontraron que  las 
células que no expresan en  forma endógena AQP2  aumentan  su  volumen en  forma 
proporcional  a  los  cambios  en  la  osmolaridad  extracelular,  pero  sin  embargo,  no 
muestran RVD. En cambio, cuando estas mismas células son transfectadas con AQP2, 
muestran un RVD del 40% y éste es mediado por el influjo de Ca2+ a través de TRPV4, 
activando  canales  de  K+  y  Cl‐  dependientes  de  Ca2+  y  además,  la  liberación  de  Ca2+ 
dependiente de Ca2+ de depósitos intracelulares. Se comprobó también que, en células 
que  expresan  AQP2,  el  estrés  hipotónico  provoca  la  translocación  de  TRPV4  a  la 
membrana  plasmática,  lo  cual  no  ocurre  en  células  que  no  expresan  AQP2.  No 
obstante,  la translocación de TRPV4 mediante 4α‐forbol‐12,13‐didecanoato (4α‐PDD), 
un activador específico de TRPV4 que se une a segmentos  transmembrana del canal 
(Vriens y col., 2007), recuperó el RVD en estas células. 
Esto prueba que no es solamente  la alta permeabilidad al agua  lo que permite el 
RVD. En este trabajo no se observó co‐localización entre AQP2 y TRPV4, indicando que 
la interacción sería funcional y no física. La vía propuesta en este trabajo se resume en 
la Figura 1.6 (Galizia y col., 2012). 
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1.7 Otras funciones de las AQPs 
 
Además  de  la  participación  en  la  regulación  del  volumen  celular,  una  de  las 
principales funciones de las AQPs es el transporte de fluidos a través de las membranas 
de los tejidos. Esto es importante, por ejemplo, para la concentración de orina a nivel 
de  las células epiteliales de túbulo proximal en riñón  (AQP1) y de  la secreción en  las 
glándulas acinares salivales (AQP5).  
A nivel cerebral, también es importante la función de las AQPs en el transporte de 
agua.  En  este  caso,  las  células  involucradas  son  los  astrocitos  y  no  las  células 
epiteliales. Los astrocitos expresan AQP4 a lo largo de todo el sistema nervioso central, 
particularmente  a  nivel  de  la  barrera  hematoencefálica  y  de  la  barrera  líquido 
cefalorraquídeo‐epéndimo.  Además  esta  AQP  cumpliría  un  rol  esencial  en  el 
mecanismo de neuroexcitación al participar del proceso de  reabsorción de K+ en  los 
astrocitos. En los últimos años se descubrió también la implicancia de las AQPs en los 
fenómenos de migración celular. El mecanismo exacto  todavía no se conoce, pero  la 
migración  celular  facilitada  por  AQPs  sería  un  fenómeno  relevante  no  sólo  en  la 
angiogénesis,  sino  también  en  metástasis  de  tumores,  reparación  de  heridas  y 
quimiotaxis  de  células  del  sistema  inmune.  Incluso,  las  AQPs  podrían  estar 
involucradas en el transporte intracelular vesicular. 
En  el  caso  de  las  acuagliceroporinas,  el  transporte  de  glicerol  tiene  una 
importancia fundamental para otros procesos como la hidratación de la epidermis y la 
proliferación celular  (AQP3) y el metabolismo de  las grasas en  los adipocitos  (AQP7) 
(Verkman, 2011). 
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Finalmente, en  los últimos años,  se ha descripto un  importante  rol de  las AQPs 
durante el proceso de apoptosis. 
 
1.8 Apoptosis 
 
El proceso de apoptosis  fue descripto por primera vez por Kerr y Wylie en 1972 
(Kerr  y  col.,  1972).    La  apoptosis  es  una  forma  de  muerte  celular  programada 
caracterizada  por  la  condensación  del  citoplasma  celular  y  las  organelas  formando 
densos  cuerpos  apoptóticos  cubiertos  por  membrana.  Durante  la  condensación 
nuclear,  la  lámina  nuclear  se  desensambla,  permitiendo  el  clivaje  del  ADN  en 
fragmentos  de  200  pares  de  bases  (Lazebnik  y  col.,  1993;  Arends  y  Wyllie,  1991).  La 
membrana  celular  sufre  extensas  alteraciones,  con  pérdida  de  la  asimetría, 
externalizando  fosfatidilserina y promoviendo  la  fagocitosis de  la célula  (Fadok  y  col., 
1992).  
Al contrario de  lo que ocurre durante  la muerte por necrosis,  la apoptosis ocurre 
mediante una serie de eventos dependientes de energía que llevan a la eliminación de 
material celular no deseado al mismo tiempo que se evita una respuesta inmune y un 
daño a los tejidos aledaños.  
El proceso puede ser  iniciado por  la vía extrínseca o por  la vía  intrínseca. Ambos 
caminos  dependen  de  una  cascada  de  interacciones  proteicas  orquestadas  por  una 
familia de 14  cisteín‐proteasas,  las caspasas,  las cuales  tienen  la capacidad de clivar 
proteínas  estructurales  produciendo  los  cambios morfológicos  característicos  de  la 
apoptosis.  
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Además,  las caspasas, una vez activas, potencian  la señal apoptótica activando a 
su vez a una variedad de proteínas pro‐apoptóticas. El detalle de ambos mecanismos 
se ilustra en la Figura 1.7. 
La  vía  extrínseca  está  controlada  por  miembros  de  la  familia  del  receptor  de 
muerte del factor de necrosis tumoral (TNFR). Si bien son 8, los más conocidos son Fas 
(CD95/APO‐1),  TNFR1  (CD120a)  y  el  Ligando  inductor  de  apoptosis  relacionado  con 
TNF  (TRAIL),  siendo  este último  el más  estudiado  (Straszewski‐Chavez  y  col.,  2005).  La 
unión de un  ligando  externo  al  receptor de muerte permite  interacciones proteína‐
proteína entre el receptor y un dominio de muerte citoplasmático, como por ejemplo 
el Dominio de muerte asociado a Fas (FADD), o el Dominio de muerte asociado a TNFR 
(TRADD) (Chinnaiyan y col., 1996). La unión de FADD al receptor de muerte recluta a la 
pro‐caspasa 8 o pro‐caspasa 10 a través de dominios efectores (Varfolomeevy col., 1996; 
Muzio y col., 1996; Wang y col., 2001a).  
La  combinación  de  estas  proteínas  forma  el  complejo  de  señalización  para  la 
inducción de muerte, que cliva a las pro‐caspasas 8 y 10 generando sus formas activas 
iniciando así  la cascada de caspasas  (Kischkel y col., 1995). Algunas veces esta señal es 
amplificada aún más mediante el clivaje de Bid, una proteína pro‐apoptótica, que a su 
vez activa también a la vía intrínseca (Li y col., 1998). 
La vía  intrínseca es  iniciada por el estrés celular, por ejemplo, daño en el ADN,  la 
presencia de ROS (especies reactivas del oxígeno), la respuesta a proteínas sin plegar o 
por ausencia de factores de crecimiento. La activación de esta vía lleva a alteraciones 
en  la  permeabilidad  de  la  membrana  mitocondrial  debido  a  un  desbalance  en  la 
relación de las proteínas pro y anti‐apoptóticas de la familia Bcl‐2 (Cory y Adams, 2002). 
  
 
Figu
rece
FasL
indu
mito
 
 
 
E
de u
citoc
el  ap
activ
 
ra  1.7:  Vías 
ptor de  facto
:  ligando del 
ctor  de  la 
condria, Apa
l aumento
n poro y  la
romo c se u
optosoma 
ando la vía 
extrínseca  e 
r de necrosi
receptor Fas
señal  de  mu
f‐1: factor act
 de la perm
 salida de 
ne al Facto
(Ott  y  col.,
final de la a
intrínseca  d
s  tumoral, TR
, FADD: dom
erte,  DIABL
ivador de pro
eabilidad d
citocromo 
r activado
  2002).  El 
poptosis. 
e  la  apoptos
ADD: domin
inio de muer
O/smac:  seg
teasas apopt
e la memb
c hacia el c
r de protea
apoptosom
is.  TNF:  facto
io de muerte
te asociado a
undo  activad
óticas (adapta
rana mitoc
itosol  (Li y 
sas apoptó
a  cliva  a 
r  de  necros
 asociado al 
l receptor Fa
or  de  caspa
do de Wong, 2
ondrial cau
col., 1997). 
ticas‐1 (APA
su  vez  a  la
INTRODUC
 
is  tumoral,  T
receptor de 
s, DISC: comp
sas  derivado
011). 
sa la form
En el citos
F‐ 1) form
  pro‐caspa
CIÓN 
19 
     
NFR: 
TNF, 
lejo 
  de 
ación 
ol, el 
ando 
sa  9 
INTRODUCCIÓN 
20 
 
Durante este proceso, otros componentes mitocondriales son liberados como, por 
ejemplo,  la  proteína  smac/DIABLO  (segundo  activador  de  caspasas  derivado  de 
mitocondria), antagonizando el efecto anti‐apoptótico de proteínas  inhibidoras de  la 
apoptosis,  como  Omi/HtrA2.  Esta  enzima  es  una  serina  peptidasa  localizada  en  la 
mitocondria y puede ser  liberada durante el proceso de apoptosis. Utiliza sus cuatro 
aminoácidos del extremo N‐terminal para mimetizar a una caspasa y así ser reclutada 
por proteínas  inhibidoras de  la apoptosis  (IAPs)  tales  como XIAP y CIAP1/2. Una vez 
unida,  la  serina  proteasa  escinde  el  IAP,  inactivándolo  de  forma  irreversible  y 
facilitando  la actividad de  las caspasas  (Saelens y col., 2004; Du y col., 2000; Yang y col., 
2003).  
Ambas vías culminan en  la vía  final, que consiste en el clivaje y activación de  las 
caspasas 3, 6 y 7,  iniciando  la destrucción  celular al activar DNAsas y  clivar enzimas 
reparadoras del ADN  como  la poli(ADP‐ribosa)polimerasa  (PARP)  (Tewari  y  col.,  1995; 
Koh y col., 2005).  
 
1.9 Rol de las AQPs en la apoptosis 
 
 En  los últimos años se ha acumulado evidencia a favor de que  las AQPs  jugarían 
un importante rol en los procesos de apoptosis. 
Uno de los primeros y más conservados eventos en este proceso es la pérdida de 
agua  y  la  subsecuente  disminución  del  volumen  celular,  que  se  conoce  como 
disminución del volumen apoptótico (AVD).  
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Aunque los mecanismos de esta disminución del volumen celular aún no están del 
todo  aclarados,  evidencias  experimentales muestran  que  la  reducción  del  volumen 
celular  sería  un  evento  regulatorio necesario  para  la  continuación  de  la  cascada de 
señalización para la muerte celular por apoptosis.  
Como se explicó anteriormente, en respuesta a un gradiente osmótico, el agua es 
capaz de pasar a  través de  la membrana plasmática mediante dos mecanismos: por 
difusión simple o pasando a través de AQPs. La difusión simple es un proceso lento, no 
regulado  y  depende  principalmente  de  la  composición  lipídica  de  la membrana.  En 
contraste, el movimiento de agua a través de AQPs es rápido, selectivo y está sujeto a 
una rápida regulación celular.  
Dado que  la disminución del  volumen  celular  también parece  ser un  fenómeno 
rápido, las AQPs han sido asociadas recientemente con el transporte de agua a través 
de  la membrana  plasmática  durante  el  proceso  de  AVD  en  células  en  proceso  de 
apoptosis. El AVD está descripto en todos los casos de apoptosis independientemente 
del  estímulo  que  induzca  la  cascada.  Es  un  proceso  equiparable  al  que  ocurre  en 
condiciones  fisiológicas  cuando  las  células están  sujetas a un estrés hipo‐osmótico y 
pasan por un proceso de regulación disminuyendo su volumen celular, hasta alcanzar 
el balance homeostático (RVD). 
Ciertos estudios muestran que durante el RVD y RVI, aumenta  la expresión y  la 
vida  media  de  las  AQPs  disminuyendo  su  ubiquitinización  y  degradación  en  el 
proteasoma  (Leitch  y  col.,  2001),  a  diferencia  de  la  mayoría  de  las  proteínas,  que 
muestran una reducción en la síntesis y un aumento en la degradación en situaciones 
de estrés.  
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Una vez que se produce el estímulo inicial para la apoptosis, al igual que en el RVD, 
se producen cambios en la concentración intracelular de iones que llevan a la salida de 
agua desde la célula a través de AQPs.   
En el caso del AVD durante el estímulo apoptótico,  la célula pasa no sólo por un 
proceso  de  pérdida  de  agua,  sino  que  en  realidad,  el  proceso  involucra  también  la 
pérdida  de  iones,  particularmente  monovalentes  (K+,  Na+  y  Cl‐).  Vale  la  pena 
concentrarse  en  las  implicancias moleculares  de  la  pérdida  de  estos  componentes 
celulares, que sería crucial para la exitosa propagación de las señales apoptóticas.   
En  el  trabajo  de  Galizia  y  colaboradores  (Galizia  y  col.,  2012)  se  propuso  que 
durante el AVD,  la AQP2 actuaría como sensor activando canales de calcio TRPV4,  lo 
que  lleva a un aumento de  la concentración de calcio  intracelular que a su vez activa 
canales  de  K+  dependientes  de  calcio  que  permiten  la  rápida  salida  de  Na+  y  K+ 
acompañados por agua.  
Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre durante el RVD, en una segunda etapa, 
la salida de agua se detendría mediante la inactivación de las AQPs, lo que permitiría la 
disminución de  la concentración de K+  intracelular, al continuar  la  salida de K+  sin el 
acompañamiento del agua, lo que constituiría la señal para la activación de la cascada 
de la apoptosis.  
Las AQPs, entonces, actuarían  como  sensores del estímulo apoptótico actuando 
en  coordinación  con  canales  de  K+  y  Cl‐  para  una  pérdida  rápida  de  volumen 
alcanzando  las  concentraciones de  iones necesarias para  la  activación de  la  cascada 
enzimática de la apoptosis.  
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Con análisis de microarray y PCR en  tiempo  real se demostró que ciertos genes, 
que codifican para canales de iones y agua, están regulados durante la activación de la 
apoptosis mediada por el  inhibidor proteosomal  lactacistina. Algunos de estos genes 
están  regulados  justo  antes  de  la  apoptosis, por  ejemplo,  genes  que  codifican  para 
AQP4, AQP9, canales de K+ y Cl‐ (Jessica Chen y col., 2008). 
Respecto de la inactivación de las AQPs luego del AVD, se piensa que es un evento 
tan crítico como su actividad antes del AVD (Jessica Chen y col., 2008). El mecanismo de 
inactivación no está claro, aunque se ha demostrado que las AQPs no son degradadas 
ni  removidas  de  la  membrana.  Hay  ciertas  evidencias  que  sugieren  que  podrían 
asociarse con caveolina‐1  (Jablonski y Hughes, 2006) o con  fodrina, proteína de anclaje 
asociada a citoesqueleto  (Nelson y Hammerton, 1989). Como se sabe que  la  fodrina es 
clivada  durante  la  apoptosis,  se  ha  propuesto  que  ese  clivaje  podría  dar  como 
resultado una AQP no funcional (Martin y col., 1995). 
Se ha demostrado, además, que la actividad de las AQPs en membrana plasmática 
puede afectar la tasa de apoptosis. El bloqueo de AQP1 con HgCl2 logró impedir tanto 
el AVD, como los subsiguientes eventos apoptóticos, la pérdida de la permeabilidad de 
la  membrana  mitocondrial,  la  actividad  de  caspasa  3  y  la  degradación  del  ADN 
(Jablonski  y  col.,  2004a).  Se  comprobó  que  esto  ocurre  en  distintos  tipos  celulares, 
indicando que no es específico de un tipo de célula en particular. 
En otro estudio se demostró que en ciertas células tumorales hepáticas había una 
disminución de  la expresión de AQP8 y AQP9 en comparación con células normales, 
que estas células tenían una falta de flujo de agua a través de la membrana y que eran 
resistentes a estímulos apoptóticos (Jablonski y col., 2007). 
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Dado que el AVD es un proceso altamente conservado y esencial para la iniciación 
y  progresión  de  la  apoptosis,  las  AQPs  podrían  tener  un  rol  en  la  resistencia  a  la 
apoptosis de ciertos tumores. En cultivos de aislamientos de carcinoma hepatocelular, 
el aumento de AQP8 y AQP9 lleva a una mayor permeabilidad al agua y susceptibilidad 
al estímulo apoptótico (Jablonski y col., 2007). 
Finalmente, se ha reportado también que AQP1 está presente en timocitos y co‐
localiza con el receptor de membrana de TNF (TNFR1), tanto antes como después del 
AVD,  lo que  sugiere que AQP1 no es clivada proteolíticamente  luego del AVD y que 
permanece en la membrana celular (Jablonski y col., 2004b).  
En  resumen,  todos  estos  datos  indicarían  que  la  pérdida  de  agua mediada  por 
AQPs  es  importante  para  el  AVD  y  los  sucesivos  eventos  apoptóticos,  que  la 
permeabilidad  al  agua  de  la  membrana  plasmática  puede  controlar  la  tasa  de 
apoptosis y que  la  inactivación de  las AQPs  luego del AVD podría ayudar a generar  la 
disminución  de  la  concentración  de  K+  que  es  esencial  en  las  células  apoptóticas.  
Además,  la  inactivación  de  las  AQPs  luego  del  AVD  parecería  no  deberse  a  su 
degradación o ausencia en la membrana plasmática. 
 
1.10 Importancia del estudio de las AQPs para la etiología, diagnóstico y 
tratamiento de ciertas patologías humanas: Acuaporinopatías 
 
En  los  últimos  años,  se  está  haciendo  foco  en  el  estudio  de  las AQPs  desde  el 
punto de vista de su importancia clínica y de las posibilidades de utilizarlas como base 
para el diagnóstico y el tratamiento de ciertas enfermedades.  
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La  acuaporinopatías  son  enfermedades  que  se  caracterizan  por  la  pérdida  de 
función de una determinada AQP. Puede ocurrir por mutaciones, como es el caso de la 
AQP2 en la Diabetes Insipidus Nefrogénica, o debido a la presencia de autoanticuerpos 
que bloquean su actividad, como en la Neuromielitis óptica.   
En este último ejemplo se utiliza el análisis de autoanticuerpos circulantes contra 
una AQP para el diagnóstico de una patología. Esto podría ser útil potencialmente para 
el  diagnóstico  de  otras  enfermedades  en  las  que  autoanticuerpos  anti‐AQP  estén 
involucrados en su patogénesis.  
Otro rol potencial del uso de AQPs para el diagnóstico de enfermedades es evaluar 
la expresión de AQPs en muestras de  tejidos. Por ejemplo,  la expresión de AQPs en 
células tumorales ha sido correlacionada con el grado tumoral (Verkman y col., 2008a), 
se  ha  visto  una  expresión  alterada  de  AQPs  en  epilepsia  (Lee  y  col.,  2004)  y  en 
enfermedades oculares (Verkman y col., 2008b) y de la piel (Olsson y col., 2006). 
Respecto  de  las  terapias  basadas  en  AQPs,  si  bien  todavía  hay  muy  pocos 
progresos,  hay  opciones  que  están  siendo  estudiadas. Un  área,  como  se mencionó 
anteriormente,  es  la  posibilidad  de  utilizar  anticuerpos  monoclonales  anti‐AQPs  o 
pequeñas moléculas bloqueantes.  
La otra gran posibilidad es el desarrollo de pequeñas moléculas moduladoras de la 
función  de  AQPs,  incluyendo  inhibidores  del  transporte  de  agua  y/o  glicerol, 
reguladores  transcripcionales de  la expresión de AQPs y el diseño de  inhibidores de 
AQPs selectivos de cada isoforma.  
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Consiste en un árbol extensamente  ramificado de vellosidades  fetales,  llamadas 
vellosidades coriónicas, que se encuentran bañadas por  la sangre materna circulante 
en el espacio intervelloso.  
Las vellosidades coriónicas son la unidad funcional de la placenta y están formadas 
por estroma, que contiene los capilares fetales y está rodeado por una capa de células 
progenitoras de trofoblasto (citotrofoblasto).  
A  su  vez,  el  citotrofoblasto  está  cubierto  por  una  capa  continua  de  un  sincicio 
multinucleado  llamado sinciciotrofoblasto. La superficie de contacto entre  los  tejidos 
placentarios  fetales y  la sangre materna es el sinciciotrofoblasto, que se extiende sin 
fronteras celulares laterales por sobre todo el árbol de vellosidades.  
El sinciciotrofoblasto  forma una barrera entre  la circulación  fetal y materna y es 
esencial para  el normal  funcionamiento  inmunológico, endócrino  y nutricional de  la 
placenta.  Este  tejido  es  responsable  del  transporte  placentario  y  la  síntesis  de 
hormonas y además actúa como endotelio del espacio intervelloso (Figura 1.9). 
Hay  células de  citotrofoblasto  se encuentran  tanto en  las  vellosidades  flotantes 
como vellosidades de anclaje. Las primeras constituyen la mayoría de las vellosidades, 
están  bañadas  en  sangre  materna  y  su  función  es  asegurar  el  intercambio  de 
nutrientes y gases del embrión en desarrollo. 
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En  etapas  tempranas  en  el  desarrollo  normal  de  la  placenta,  células  de 
citotrofoblasto de las vellosidades de anclaje en el lado fetal se fusionarán para formar 
las células del sinciciotrofoblasto o formarán columnas de citotrofoblasto extravelloso 
(ECTB).  Éstas,  a  su  vez,  se  unirán  e  invadirán  las  arterias  espiraladas  uterinas  de  la 
decidua  y miometrio  (proceso  conocido  como  invasión  intersticial).  Estas  células  de 
citotrofoblasto reemplazan la capa endotelial de las arterias espiraladas maternas, que 
son  de  pequeño  calibre  y  tienen  alta  resistencia.  Como  consecuencia,  durante  este 
proceso  llamado  invasión endovascular,  los vasos maternos se  transforman en vasos 
de alto calibre, capaces de proveer una perfusión placentaria adecuada, necesaria para 
sostener el crecimiento del feto.  
Además, durante estas primeras etapas del embarazo,  las células de  trofoblasto 
tapan las arterias espiraladas, manteniendo un ambiente hipóxico en el útero.  
Más  adelante,  reemplazan  a  algunas de  las  células  endoteliales de  la pared del 
vaso  transformándolas  para  que  filtren  permitiendo  a  la  sangre materna  llenar  los 
espacios intervellosos de la placenta (Figura 1.10). 
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Diversos  estudios demuestran que,  a  las 8  semanas de  gestación,  la  tensión de 
oxígeno  es  baja  (<20 mmHg)  y  que  a  las  10‐12  semanas  de  gestación,  cuando  el 
espacio intervelloso se abre a  la sangre materna, aumenta a 55 mmHg (Rodesch y col., 
1992;  Burton  y  col.,  1999).  Los  bajos  niveles  de  oxígeno  encontrados  durante  la 
placentación temprana se atribuyen principalmente a dos factores: la presencia de una 
cápsula continua de células de trofoblasto que rodea al embrión y separa  la  interfase 
intervellosa uterina, y a la formación de agregados de células de trofoblasto derivadas 
de  la  cápsula  que  obstruye  los  extremos  de  las  arterias  útero  placentarias  (Boyd  y 
Hamilton, 1970; Hustin y Schaaps, 1987).  
Hacia  el  final  del  primer  trimestre,  los  tapones  de  trofoblasto  comienzan  a 
desconectarse permitiendo entonces un  flujo continuo de sangre materna al espacio 
intervelloso.  Se  ha  encontrado  que  el  rápido  incremento  de  la  tensión  de  oxígeno 
dentro de  la placenta, que ocurre a  las 10‐12 semanas de gestación está asociado al 
aumento en  la expresión y actividad de enzimas antioxidantes  (Jauniaux  y  col., 2000), 
indicando que el establecimiento de la circulación materno‐fetal está acompañada de 
una  irrupción de estrés oxidativo que podría ser el estímulo fisiológico de los eventos 
finales del proceso de diferenciación/invasión del trofoblasto.  
En relación con esto, se ha demostrado que la tasa de invasión del trofoblasto se 
correlaciona  inversamente  con  los  cambios  en  la  tensión  de oxígeno  de  la placenta 
(Caniggia y col., 2000a).  
Numerosos reportes  indican que  la baja tensión de oxígeno contribuye a que  las 
células  del  trofoblasto  mantengan  específicamente  un  fenotipo  proliferativo  y  no 
invasivo, característico del desarrollo placentario temprano.  
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Como  lo  indica  la expresión de proteínas que regulan el pasaje a través del ciclo 
celular,  la hipoxia parece estimular a  las células de  trofoblasto a entrar en mitosis, a 
expensas  del  proceso  de  diferenciación  (Genbacev  y  col.,  1997).  Otros  autores  han 
demostrado  que  la  escasez  de  oxígeno  aumenta  el  número  de  células  de 
citotrofoblasto velloso por un mecanismo que  involucra tanto un aumento del  índice 
mitótico, como una disminución de  la duración del ciclo celular  (Arnholdt y col., 1991). 
Por  lo  tanto,  está  claro  que  el  oxígeno  orquesta  una  serie  de  eventos  celulares  y 
moleculares que controlan el desarrollo placentario. En un principio, niveles bajos de 
oxígeno son  ideales y  fisiológicos para el correcto pasaje del trofoblasto del  fenotipo 
proliferativo  al  diferenciado,  mientras  que  más  adelante,  cuando  la  circulación 
materna  está  completamente  desarrollada,  el  incremento  rápido  de  los  niveles  de 
oxígeno  es  crítico  para  completar  el  proceso  de  diferenciación/invasión  (Jaffe  y  col., 
1997). 
A pesar de que el mecanismo exacto por el cual el oxígeno modula estos eventos 
del desarrollo todavía se desconoce, es probable que el factor inducible por hipoxia 1 
(HIF‐1),  activador  de  la  transcripción  de  genes  en  respuesta  a  la  hipoxia    (Wang  y 
Semenza, 1993), juegue un rol clave (Figura 1.11).  
HIF‐1  es  un  factor  de  transcripción  que  se  une  al  ADN  como  un  complejo 
heteromérico  compuesto por 2  subunidades, una que  se expresa  constitutivamente, 
HIF‐1β o ARNT  (aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator) y una  inducible, HIF‐
1α. Estas proteínas tienen una región de homología llamada dominio PAS (PER‐ARNT‐
SIM),  que  es  un  dominio  de  interacción  que  puede  actuar  tanto  como  dominio  de 
unión a ligando, como un sensor ambiental y transductor de señales.  
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El rol principal de HIF‐1 es mediar las adaptaciones celulares a condiciones de baja 
tensión de oxígeno facilitando el aumento de  la  llegada de oxígeno, disminuyendo su 
consumo y/o adaptando la actividad metabólica de las células.  
Por  otro  lado,  se  demostró  que,  durante  el  primer  trimestre  de  gestación,  la 
ontogenia  del  ARN mensajero  (ARNm)  de  HIF‐1α  y  la  expresión  de  la  proteína  es 
paralela a  la del Factor de Crecimiento Transformador β3  (TGFβ3), un regulador de  la 
diferenciación  del  trofoblasto  humano  hacia  un  fenotipo  invasivo,  inhibiendo  su 
diferenciación temprana (Caniggia y col., 2000b).  
Resulta  interesante  que  tanto  los  niveles  de  expresión  de  HIF‐1α  como  los  de 
TGFβ3  se  corresponden  inversamente  con  los  niveles  cambiantes  de  oxígeno  en  la 
placenta. Su expresión es alta a las 5‐8 semanas de gestación y decrece alrededor de la 
semana  10‐12,  cuando  la  tensión  de  oxígeno  de  la  placenta  aumenta.  Es más,  se 
encontró que la baja tensión de oxígeno induce el aumento de la expresión de HIF‐1α y 
TGFβ3  en  explantos  de  vellosidades,  y  que  la  inhibición  de  la  expresión  de  HIF‐1α 
mediante  técnicas  con  oligonucleótidos  anti‐sentido  resulta  en  la  disminución  de  la 
expresión de TGFβ3. 
Esto  indica que  la presencia de HIF‐1α es crítica para  la mediación de  los efectos 
biológicos  del  oxígeno  en  la  diferenciación  temprana  del  trofoblasto  vía  TGFβ3 
(Caniggia y col., 2000b).  
A  pesar  de  que  una  baja  tensión  de  oxígeno  es  esencial  para  una  adecuada 
placentación temprana, se ha encontrado que es perjudicial en el caso de una placenta 
a término.  
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En células aisladas de trofoblasto a término, se ha visto que  la hipoxia dificulta la 
diferenciación y favorece la apoptosis (Levy y col., 2000). En estudios sobre explantos de 
vellosidades a término, se ha demostrado que  la hipoxia causa cambios morfológicos 
en el trofoblasto,  incluyendo  la degeneración del sinciciotrofoblasto con una excesiva 
liberación de fragmentos del mismo a la circulación, un aumento de la proliferación de 
citotrofoblasto  y  una  alteración  de  la  expresión  de  antígenos  específicos  de  cada 
estadío (Fox y Path, 1970; Ong y Burton, 1991).  
La formación de residuos celulares, que serían similares a los cuerpos apoptóticos 
de  células  en  proceso  de  muerte  celular  programada,  está  acompañado  de  un 
aumento  de  la  proliferación  de  células  del  trofoblasto  para  compensar  la  pérdida 
(Redman y Sargent, 2000). 
 La  hipoxia  durante  el  tercer  trimestre  del  embarazo  y  la  apoptosis  del 
sinciciotrofoblasto  forman parte de  las principales  características de una de  las más 
relevantes patologías placentarias humanas:  la  preeclampsia.  Se  cree que  liberación 
excesiva  de  fragmentos  de  sinciciotrofoblasto  a  la  circulación  materna  podría  ser 
responsable de la disfunción endotelial materna que caracteriza a este síndrome.  
1.13 Preeclampsia 
 
Los trastornos hipertensivos complican alrededor del 10 % de  los embarazos. Sus 
formas severas, la preeclampsia y eclampsia, representan alrededor del 4,4 % de todos 
los  nacimientos.  Para  algunos  países  en  vías  de  desarrollo  en  situaciones  de 
desventaja, pueden alcanzar una incidencia cercana al 18 % (WHO, 2002). 
INTRODUCCIÓN 
36 
 
En el año 2007, en Argentina, los trastornos hipertensivos fueron la tercera causa 
de muerte materna,  con  el  13,7  %  de  todas  las muertes.  Durante  el  año  2008  la 
incidencia  de  muerte  materna  fue  del  40  %ooo,  de  las  cuales,  el  16,2  %  fueron 
atribuibles  a  trastornos  hipertensivos  del  embarazo  y  puerperio  (Dirección  de 
Estadísticas e Información en Salud 2008. Ministerio de Salud de la Nación, 2008). En la Figura 
1.12 se  ilustra  la distribución de  la mortalidad materna según grupos de causas (Guía 
para  el diagnóstico  y  tratamiento de  la Hipertensión  en  el Embarazo, Dirección Nacional de 
maternidad e infancia, Ministerio de Salud, Presidencia de la Nación, 2010). 
La  preeclampsia  complica  el  3‐14  %  de  todos  los  embarazos,  el  30  %  de  las 
gestaciones múltiples, el 30 % de los embarazos en mujeres diabéticas, y el 20 % de las 
gestaciones en las mujeres con hipertensión crónica. Sin embargo, dos tercios de todos 
los casos ocurren en embarazadas que, fuera de este desorden, son nulíparas sin otras 
complicaciones aparentes. La preeclampsia‐eclampsia es una de las principales causas 
de morbimortalidad materna  y  perinatal mundial;  aún  sigue  siendo  responsable  de 
200.000 muertes maternas por año en el mundo, y se asocia con un aumento de 20 
veces en la mortalidad perinatal (Duckitt y col, 2001; Myers y Baker, 2002).  
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Se sabe que enfermedades cardiovasculares previas como la hipertensión crónica, 
enfermedad renal y obesidad aumentan los factores de riesgo para el desarrollo de la 
preeclampsia (Sibai y col., 1997; Mostello y col., 2002). Además,  las evidencias muestran 
que  el  riesgo  de  subsecuente  enfermedad  cardiovascular  aumenta  en  mujeres 
afectadas por embarazos  con preeclampsia  (Zandi‐Nejad  y  col., 2006;  Sibai  y  col., 2005; 
Harskamp y Zeeman, 2007) (Tabla 1.2). 
La  causa de  la preeclampsia  aún  se desconoce. Hasta  ahora,  los  esfuerzos para 
develar  los mecanismos  involucrados  en  el  desarrollo  de  la  preeclampsia  han  sido 
obstaculizados por  la  falta de un modelo animal completamente aceptable para esta 
enfermedad (Podjarny y col., 1999; Lindheimer y col., 1976; Conrad, 1990). 
A  pesar  de  la  importancia  del  aumento de  la presión  arterial  como  ayuda  para 
detectar la preeclampsia, este síndrome es mucho más que una hipertensión inducida 
en el embarazo. Numerosos  factores placentarios están alterados en preeclampsia y 
muchos  de  ellos  están  implicados  en  su  patogénesis.  Sin  embargo,  hasta  ahora, 
ninguno ha explicado satisfactoriamente su progresión clínica (Roberts y Redman, 1993). 
Los múltiples  factores propuestos que  contribuirían  con  la preeclampsia pueden  ser 
divididos en 4 categorías principales. Todos  los factores contribuyen con  los síntomas 
principales  de  la  preeclampsia  (hipertensión  y  proteinuria)  (Pennington  y  col.,  2012). 
Además, estos factores se influencian entre sí.  
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El hecho de que en placentas preeclámpticas, las células de trofoblasto muestren 
un fenotipo altamente proliferativo y que la invasión del miometrio sea pobre, sugiere 
que estas células están arrestadas en un estadío  intermedio e  inmaduro. Entonces, a 
pesar  de  que  la  invasión  deficiente  del  trofoblasto  es  un  evento  temprano  en  la 
progresión  de  esta  enfermedad,  no  se  ha  determinado  si  es  la  causa  de  la 
preeclampsia o el resultado de otro problema subyacente.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.15: Defectos de la invasión en preeclampsia. En comparación con placentas normales (A), en 
la  placenta  preeclámptica  (B),  la  invasión  intersticial  es  pobre  y  limitada,  con muchas  células  del 
citotrofoblasto extravelloso  (ECTB) en  la base, unidas a  las vellosidades de anclaje  (AV). La  invasión 
endovascular es casi ausente y las arteriolas espiraladas permanecen rígidas. FV: vellosidades flotantes 
(adaptado de Pennington y col., 2012). 
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Se ha hipotetizado que, sin una adecuada remodelación de las arterias espiraladas 
maternas, la placenta es privada de oxígeno y la hipoxia resultante desencadenaría los 
síntomas de  la preeclampsia. A  su vez,  la placenta preeclámptica comienza a exhibir 
sobreexpresión de numerosos genes regulados por hipoxia. 
Sin  embargo,  asumir que  los  cambios  en  la placenta  son  generados  sólo por  la 
hipoxia podría ser demasiado simplista  (Hung y Burton, 2006). Observaciones recientes 
en  cultivos  de  explantos  de  primer  trimestre  muestran  que  el  tejido  placentario 
progresa en bajas concentraciones de oxígeno, pero se estresa, como  indica  la rápida 
degeneración del sincicio, cuando la tensión de oxígeno aumenta (Watson y col., 1998). 
Esto sugiere que los cambios en la concentración de oxígeno son más importantes para 
el  bienestar  del  trofoblasto  que  simplemente  la  tensión  absoluta  que  prevalece  en 
determinado momento.  
Esta  idea  llevó  al  desarrollo  del  concepto  de  que  fluctuaciones  en  las 
concentraciones  de  oxígeno  resultantes  de  una  perfusión  placentaria  intermitente 
dentro  del  espacio  intervelloso,  secundaria  a una  invasión deficiente  de  las  arterias 
endometriales por parte del  trofoblasto, podría ser el estímulo que desencadena  los 
cambios  observados  en  preeclampsia.  Estas  fluctuaciones  en  la  tensión  de  oxígeno 
podría  proveer  la  base  para  una  injuria  del  tipo  isquemia/reperfusión 
(hipoxia/reoxigenación  [H/R]),  cuyos  efectos  están  bien  documentados  en  otros 
órganos, como por ejemplo el corazón, cerebro e intestino (Hung y Burton, 2006).  
Los  efectos  deletéreos  de  la  H/R  vienen  principalmente  de  su  habilidad  para 
generar altas concentraciones de radicales libres (Schachter y Foulds, 1999).  
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Un  radical  libre  está  definido  como  cualquier  especie  que  puede  existir 
independientemente  y  contiene  uno  o  más  pares  de  electrones  desapareados.  
Algunos ejemplos  incluyen al anión superóxido, el óxido nítrico  (NO) y a  los radicales 
hidroxilo.  
La mayor parte de  los radicales  libres en biología caben dentro de  la más amplia 
categoría ROS, que  incluye tanto a  los radicales que contienen oxígeno, como a otras 
moléculas que, si bien no son radicales, sí son reactivas y derivan del oxígeno, como 
por  ejemplo  el  peróxido  de  hidrógeno  (H2O2)  y  el  anión  peroxinitrito  (Halliwell  y 
Gulteridge, 1999).  
 
1.14 Estrés  oxidativo  y  daño  por  hipoxia/reoxigenación  en  placentas 
preeclámpticas  
 
Se sabe muy bien que el embarazo normal es una condición de estrés oxidativo. 
Esto  se  debe  a  los  elevados  niveles  de  lipoproteínas  de  baja  densidad  oxidadas  en 
circulación y a que  la  capacidad antioxidante  total de  las mujeres embarazadas está 
disminuida en comparación con la de las mujeres no embarazadas (Belo y col., 2004).  
Además, el embarazo está asociado a una  respuesta  inflamatoria  sistémica, que 
está evidenciada por  la activación de granulocitos periféricos, monocitos y  linfocitos 
durante  el  tercer  trimestre,  lo  cual  produce  ROS  (Redman  y  Sargent,  2003).  El  estrés 
oxidativo  y  la  respuesta  inflamatoria,  se  encuentran  entonces  obviamente 
interrelacionados y son capaces de formar peligrosos sistemas de retro‐alimentación.  
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Ambas  condiciones  se  observan  en  niveles  mucho  más  importantes  en 
preeclampsia que en embarazos normales (Redman y Sargent, 2009).  
Existen evidencias  irrefutables de estrés oxidativo placentario en  casos de  inicio 
temprano  de  preeclampsia,  por  ejemplo,  la  presencia  de  altas  concentraciones  de 
grupos carbonilo en proteínas, de peroxidación  lipídica, de residuos de nitrotirosina y 
de oxidación de ADN (Myatt y Cui, 2004; Burton y col., 2009b).  
La causa del estrés oxidativo en esta patología se cree que es vascular, ya que el 
inicio  temprano de  la preeclampsia está asociado con una  transformación deficiente 
de  las arterias espiraladas. En particular, están severamente afectados  los segmentos 
miometriales de estas arterias  (Gerretsen y col., 1981; Khong y col., 1986; Meekins y col., 
1994).  
Debido a que el segmento miometrial contiene una porción altamente contráctil 
de la arteria, se ha propuesto que la falla en la transformación de esta sección resulte 
en  una  perfusión  intermitente  de  la  placenta  y  en  un  daño  de  tipo  isquemia‐
reperfusión de grado bajo (Hung y col., 2001; Burton y Jauniaux, 2004). 
 En  favor de esta hipótesis, se ha demostrado que  la H/R  in vitro es un potente 
inductor de estrés oxidativo en explantos de placenta a  término, mucho más que  la 
hipoxia por sí misma. La exposición de  los explantos a cambios en  las condiciones de 
oxigenación  provoca  la  formación  de  ROS  dentro  del  trofoblasto  y  las  células 
endoteliales, como se demostró con el uso de marcadores fluorescentes y la formación 
de residuos de nitrotirosina obteniendo un patrón que coincide con el observado en 
placentas preeclámpticas (Hung y col., 2001).   
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Es  más,  el  parto,  momento  en  el  cual  la  placenta  está  expuesta  a  repetidos 
episodios de  isquemia/reperfusión,  induce un alto nivel de estrés oxidativo  (Cindrova‐
Davies y col., 2007). Esto está asociado con el  incremento de  la actividad de  la xantina 
oxidasa  (Many  y  Roberts,  1997)  y  con  cambios  en  la  expresión  génica  que  imita  los 
observados en preeclampsia (Cindrova‐Davies y col., 2007).  
Otra fuente potencial de estrés oxidativo en preeclampsia son los autoanticuerpos 
contra el receptor de angiotensina 1 (AT1) (Dechend y col., 2003). Estos autoanticuerpos 
estimulan a la NADPH oxidasa, llevando al aumento en la producción de ROS.  
En  el modelo  clásico  en  dos  etapas  de  la  preeclampsia,  se  cree  que  el  estrés 
oxidativo  inducido  en  la  placenta  sería  la  causa  de  la  liberación  de  factores  a  la 
circulación materna que estimularían  la  respuesta  inflamatoria y  la activación de  las 
células endoteliales maternas (Redman y Sargent, 2009).  
Muchos factores placentarios han sido  implicados,  incluyendo micropartículas de 
residuos  apoptóticos,  citoquinas  proinflamatorias  y  factores  angiogénicos  (Cindrova‐
Davies,  2009;  Redman  y  Sargent,  2009; Redman  y  Sargent,  2005). Hasta  la  fecha, ningún 
factor  en  particular  ha  sido  identificado  como  capaz  de  explicar  todos  los  casos  de 
preeclampsia. Esto podría indicar que la verdadera causa aún no ha sido descubierta, o 
que el síndrome puede ser iniciado por una variedad de estímulos diferentes. 
Redman  y  Sargent  propusieron  que  el  estrés  oxidativo  podría  estimular  la 
apoptosis  en  el  sinciciotrofoblasto  y  así  incrementar  la  liberación de  fragmentos de 
microvellosidades (Redman y Sargent, 2000).  
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Estos  residuos  en  circulación  provocarían  la  respuesta  inflamatoria  exacerbada 
llevando  a  la  disfunción  de  las  células  endoteliales  maternas.  Además,  el  estrés 
oxidativo puede causar apoptosis en numerosas  líneas celulares  in vitro  (Herbst y col., 
1999; Warren  y  col., 2000; Carmody  y Cotter, 2001; Haynes  y  col., 2001), mientras que  la 
isquemia/reperfusión puede producir apoptosis en corazón y cerebro in vivo (Umansky, 
1999). 
	
1.15 Apoptosis en placenta humana 
 
El grado de apoptosis en las vellosidades placentarias varía a lo largo del embarazo 
normal, siendo mínimo en el primer trimestre y aumentando hacia el tercero, con una 
notable aceleración después de la semana 40 de gestación (Smith y col., 1999; Athapathu 
y  col., 2003). La observación de que en diferentes patologías placentarias,  incluyendo 
casos de pérdida prematura de embarazos (Hempstock y col., 2003; Cobellis y col., 2007),  
preeclampsia  (Allaire  y  col.,  2000;  Leung  y  col.,  2001;  Ishihara  y  col.,  2002; Heazell  y  col., 
2008),  restricción del crecimiento  intrauterino  (IUGR)    (Ishihara y col., 2002; Levy y col., 
2002; Endo y col., 2005; Smith y col., 1997) y enfermedades  trofoblásticas gestacionales 
como mola hidatiforme y coriocarcinoma (Wong y col., 1999; Chiu y col., 2001), el nivel de 
apoptosis  se  encuentra  aumentado  en  comparación  con  embarazos  normales,  ha 
generado gran interés.  
Teorías  recientes  sugieren  que  la  liberación  de  residuos  placentarios  a  la 
circulación  materna  sería  un  evento  intermediario  clave  para  la  generación  de  la 
preeclampsia (Hubel, 1999; Roberts y Hubel, 1999; Redman y Sargent, 2000).  
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La  ruptura  de  la  integridad  de  las  vellosidades  podría  contribuir  tanto  a  la 
liberación de  los  fragmentos de  sinciciotrofoblasto, como  también a  la  liberación de 
productos fetales, como ADN (Lo y col., 1998), o dimetilargininas asimétricas (Ellis y col., 
2001).  
Debido  a  la  ubicación  del  sinciciotrofoblasto,  estos  productos  se  liberarían 
directamente  a  la  circulación materna  y  podría  así  llevar  a  la  activación  de  células 
endoteliales periféricas maternas (Cooke, 2000).  
Actualmente se acepta que esta activación subyace a  las manifestaciones clínicas 
de este síndrome, en particular, la triada de hipertensión, proteinuria y edema.  
Por otro lado, es interesante el trabajo de Longtine y colaboradores, quienes han 
propuesto  recientemente que  la  inducción de  la apoptosis mediada por  caspasas es 
fuertemente  inhibida  en  el  sinciciotrofoblasto  para  evitar  una  diseminación 
catastrófica  de  la  apoptosis  (Longtine  y  col.,  2012a). Dichos  autores  sugieren  que  los 
productos de la apoptosis mediada por caspasas que ocurre en determinadas regiones 
del sinciciotrofoblasto no son el resultado de un proceso de apoptosis en una región 
de  sincicio  intacto  con  continuidad  citoplasmática  con  el  resto  del  sincicio.  Por  el 
contrario,  postulan  que  la  apoptosis  en  estas  regiones  ocurre  como  respuesta 
secundaria a un daño físico y que el proceso se inicia sólo luego del aislamiento físico 
de una determinada región, del resto del sincicio (Longtine y col., 2012b).  
Así, fragmentos de la región apoptótica podrían ser liberados a la sangre materna 
y de esta manera  contribuir al daño endotelial presente en preeclampsia  (Chamley  y 
col., 2011 Pantham y col., 2011). 
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Debe remarcarse, sobre todo, que se cree que todas  las placentas podrían sufrir 
un cierto grado de daño debido a niveles crónicos de isquemia‐reperfusión (Hung y col., 
2001).  
De  hecho,  se  han  detectado  niveles  variables  de  estrés  oxidativo  en  placentas 
normales.  La magnitud del estrés podría depender de  la  severidad del daño y de  la 
efectividad de las defensas antioxidantes de la placenta en cuestión, que pueden estar 
relacionadas con factores de tipo genético o nutricional.  
Teniendo en cuenta esto último,  la placenta preeclámptica podría representar el 
extremo de un  amplio  espectro de estrés oxidativo placentario,  lo  cual  explicaría  la 
considerable  superposición  que  existe  en  muchos  marcadores  de  respuesta 
inflamatoria  materna  entre  un  embarazo  normal  y  uno  preeclámptico  (Redman  y 
Sargent, 2000). 
Entonces, en la preeclampsia se producen alteraciones durante el desarrollo de la 
placenta que  llevan  a una oxigenación  anormal,  generando un  alto  grado  de  estrés 
oxidativo y una mayor  tasa de apoptosis del sinciciotrofoblasto. Esto  lleva a un daño 
que produce, por un lado, la liberación de factores a la circulación materna generando 
el  cuadro  clínico  característico,  y por otro  lado,  a un daño  estructural que  altera  el 
correcto  funcionamiento  del  sincicio,  teniendo  consecuencias  en  sus  funciones más 
importantes, como el transporte de sustancias entre la madre y el feto.  
El origen de  la apoptosis exacerbada en  las complicaciones del embarazo no está 
claro, pero se puede reproducir mediante la exposición in vitro de tejido trofoblástico a 
hipoxia y a especies reactivas del oxígeno.  
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Se ha visto que vellosidades provenientes de placentas de embarazos complicados 
con preeclampsia  tuvieron una mayor  susceptibilidad a  la apoptosis acompañada de 
una mayor vulnerabilidad ante el daño oxidativo (Allaire y col., 2000; Leung y col., 2001; 
Heazell y col., 2008; Levy y col., 2002; Endo y col., 2005). 
 
1.16 Antecedentes en el estudio de la expresión y regulación de AQPs en 
placenta humana normal y preeclámptica 
 
Nuestro  laboratorio  fue el primero en  informar  la expresión de AQP3 y AQP9 en 
trofoblasto  humano  (Damiano  y  col.,  2001).  Se  postuló  que  estas  AQPs  podrían 
participar  no  sólo  en  el  transporte  de  agua  entre  la  madre  y  el  feto,  sino  en  el 
movimiento  rápido  de  solutos  a  través  de  las  membranas  celulares  con  mínima 
perturbación osmótica.   
En experimentos posteriores realizados en placentas preeclámpticas, observamos 
un aumento en la expresión de AQP9 y una distribución celular alterada. Mientras que 
en placentas normales esta proteína se localiza sólo en membrana apical, en placentas 
preeclámpticas se ubica además, en membrana basal y en el citoplasma (Damiano y col., 
2006). 
Si bien pensamos que el aumento en la expresión de AQP9 se correlacionaría con 
un  incremento del  flujo de agua,  la  incorporación de agua y manitol en explantos de 
placentas preeclámpticas fue menor que el observado en placentas normales. Además, 
no fue sensible a HgCl2.  
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Dado  que  el  flujo  de manitol  sensible  a  HgCl2  es  específico  para  AQP9,  estos 
resultados podrían  sugerir que existe una  falta de  funcionalidad de  la AQP9 para el 
transporte de agua y manitol en placentas preeclámpticas (Damiano y col., 2006).  
Por otro lado, resultó interesante que la incorporación de urea sensible a floretina 
y mercurio aumentó un 35 % en explantos de placentas preeclámpticas. Estos datos 
indicarían  que  la  permeabilidad  de  AQP9  al  agua  y  solutos  estaría modificada  bajo 
condiciones patológicas.  
Debido  a  que  la  preeclampsia  no  está  asociada  con  una  alteración  del  flujo  de 
agua hacia el  feto, nuestros  resultados nos  llevaron a plantear que,  si bien  la AQP3 
podría  tener  un  rol  en  el  transporte  transcelular  de  agua  a  través  del 
sinciciotrofoblasto,  el  rol  de  la  AQP9  exclusivamente  en  la  homeostasis  del  agua 
debería ser revisado.  
El caso de AQP9 tiene especial interés porque, además de ser permeable al agua, 
es permeable a solutos neutros (Tsukaguchi y col., 1998),  lo que sugiere que este canal 
también podría estar involucrado en la difusión de metabolitos y, entonces, cumplir un 
rol en el metabolismo energético.   
Continuando con  la  investigación, debido a que  la preeclampsia  frecuentemente 
cursa con hiperinsulinemia, se ha estudiado el efecto de la insulina sobre AQP9.  
De acuerdo con antecedentes en cerebro e hígado (Badaut y Regli, 2004; Kuriyama y 
col., 2002), el aumento en la concentración de insulina podría reducir los niveles tanto 
de ARNm como de proteína de AQP9, posiblemente debido a un elemento de repuesta 
a insulina negativo en la región promotora de AQP9.  
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En  estudios  realizados  en  explantos  de  placentas  normales,  observamos  que  la 
insulina  regula  negativamente  la  expresión  de  AQP9.  Estudios  de  incorporación  de 
agua  mostraron  que  el  tratamiento  con  insulina  no  provocó  modificaciones  en  la 
incorporación de agua, sugiriendo, que la expresión de AQP9 no sería esencial para el 
transporte de agua en placenta humana. 
Por otro lado, la hipoxia y, particularmente, la H/R causan efectos morfológicos en 
el  trofoblasto  similares  a  los  descriptos  en  trofoblasto  de  placentas  preeclámpticas 
(Hung y Burton, 2006; Hung y col., 2002).  
En  el  trabajo  de  Castro‐Parodi  y  colaboradores  se  estudiaron  los  efectos  de 
cambios en la tensión de oxígeno sobre la expresión de AQP9 y su regulación mediada 
por HIF‐1α. Se cultivaron explantos de placentas normales a término en condiciones de 
hipoxia  y  H/R.  Los  resultados  obtenidos mostraron  que  la  expresión,  localización  y 
funcionalidad de AQP9 para el transporte de agua sufría  los mismos cambios que en 
los análisis realizados en placentas preeclámpticas. Esto permitió validar un modelo de 
cultivo de explantos de placentas normales a término en H/R para el estudio de AQP9. 
Además, aunque no en la región promotora, se encontraron sitios putativos HRE en el 
gen de AQP9, con lo cual, podría ser que el aumento de AQP9 en preeclampsia se deba 
a los cambios en la tensión de oxígeno y que ocurra a través de HIF‐1α (Castro Parodi y 
col., 2013). 
Nuestro laboratorio se focaliza en el estudio de la expresión y funcionalidad de las 
AQPs en este contexto.  
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Como  se mencionó  anteriormente,  estas  proteínas  funcionan  como  canales  de 
agua  y  se  ha  propuesto  que  podrían  tener  otras  funciones  no  clásicas  como  la  de 
participar  como  sensores  del  estímulo  apoptótico  y  activadoras  del  AVD  y,  en 
consecuencia, de la subsecuente cascada apoptótica.  
Tanto  los efectos de  la hipoxia  sobre  las AQPs placentarias y  sus consecuencias, 
como  los mecanismos moleculares mediante  los  cuales  las AQPs podrían afectar  los 
procesos  de  proliferación  y  apoptosis  del  sinciciotrofoblasto,  todavía  deben  ser 
estudiados.  
Aún se desconocen cuáles son los roles exactos de estas AQPs y cuál es la relación 
entre su expresión y  las patologías placentarias, pero su estudio podría ser útil en un 
futuro  para  el  desarrollo  de  nuevas  formas  de  diagnóstico  y  tratamiento  de  este 
desorden gestacional en vistas a lograr un embarazo exitoso.  
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2 HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 
Muchos estudios señalan a la placenta como partícipe necesaria en la patogénesis 
de  la preeclampsia, ya que  la enfermedad por  lo general se resuelve dentro de 24‐48 
horas después de su expulsión.  Aunque aún no se conoce el rol exacto de la placenta 
en el desarrollo de este desorden gestacional se sabe que la placentación defectuosa, 
es una de las características principales de este síndrome.  
La hipótesis actual  sostiene que  la preeclampsia es un desorden que puede  ser 
considerado en dos etapas. En una primera etapa presenta una  inadecuada perfusión 
placentaria resultante de la insuficiente invasión y diferenciación del trofoblasto y en la 
segunda se desarrolla el síndrome materno (etapa sintomática) como consecuencia de 
la  liberación de  factores generados por  la placenta sometida a condiciones de estrés 
oxidativo. Se ha propuesto al estrés oxidativo, generado por  la hipoxia  intermitente, 
como un componente crucial en la vinculación entre ambas etapas ya que estimularía 
la  liberación  de  citoquinas,  factores  antiangiogénicos,  micropartículas,  etc.,  que 
exacerbarían  la  apoptosis  del  trofoblasto  y  posiblemente  inducirían  los  efectos 
sistémicos observados en preeclampsia. 
Entonces, ¿cuál es la vinculación entre la reducida perfusión placentaria y el síndrome 
materno? 
Si  aceptamos  que  la  placenta  es  donde  se  origina  la  enfermedad,  ¿sería  en  esta 
placenta  mal  perfundida  donde  deberíamos  buscar  la  evidencia  de  los  cambios 
patológicos que podrían contribuir al desarrollo de este síndrome?  
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En experimentos previos, nosotros observamos que: 
- La  expresión  molecular  de  AQP9  estaba  aumentada  en  placentas 
preeclámpticas 
- La AQP9  en  placentas  preeclámpticas no  era  funcional para  el  transporte  de 
agua ni de manitol, pero sí de urea. 
- Los periodos de hipoxia y posterior  reoxigenación, alteraban  la expresión y  la 
función  de  AQP9,  con  un  patrón  similar  al  que  observamos  en  placentas 
preeclámpticas. 
Por otro lado se sabe que: 
- Las AQPs participarían en los procesos apoptóticos en algunos tejidos. 
- El  estrés  oxidativo  generaría  un  aumento  de  la  apoptosis  en  embarazos 
patológicos. 
Nuestra hipótesis es que  las AQPs placentarias podrían participar en  los procesos de 
apoptosis  del  trofoblasto.  Así,  la  desregulación  de  estas  proteínas  por  la  hipoxia 
intermitente podría ser una de  las causas del aumento de  la apoptosis observado en 
placentas preeclámpticas. 
 
Nuestro propósito es determinar cuál es el rol de la AQPs en placenta humana y si las 
alteraciones  en  su  expresión  y  funcionalidad  causadas  por  la  hipoxia  intermitente 
podrían estar relacionadas con el desencademiento de la preeclampsia. 
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Para ello, planteamos los siguientes objetivos: 
 
1. Estudiar de la expresión y localización de AQP3 y AQP4 en placentas normales 
y preeclámpticas. 
2. Estudiar la expresión y localización de AQP3 y AQP4 en explantos de placenta 
humana normal cultivados en normoxia, hipoxia e hipoxia/reoxigenación. 
3. Estudiar el papel de  las AQPs placentarias en  los procesos de apoptosis del 
trofoblasto inducida por fluctuaciones en la tensión de oxígeno. 
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3 MATERIALES Y MÉTODOS 
 
3.1 Estudio de la expresión  y localización de AQP3 y AQP4 en explantos 
de placentas preeclámpticas y normales 
 
Previamente, nuestro laboratorio ha reportado un aumento de la expresión de 
AQP9  (Castro‐Parodi  y  col.,  2011)  y  una  leve  disminución  de  la  AQP3  en  placentas 
preeclámpticas, así como cambios en su localización celular. En el caso de la AQP4, no 
existen  estudios  hasta  la  fecha  que  describan  cómo  se  encuentra  su  expresión  en 
preeclampsia. En ese trabajo se desean confirmar  las alteraciones en  la expresión de 
AQP3 y estudiar la expresión y localización de AQP4 en placentas preeclámpticas.    
 
3.1.1 Recolección de muestras 
 
Este estudio fue aprobado por el Comité de Ética del Hospital Nacional Dr. Prof. 
Alejandro Posadas, Buenos Aires, Argentina. Las placentas fueron obtenidas  luego de 
que las pacientes firmaran un consentimiento informado.  
   Se obtuvieron las placentas de embarazos a término inmediatamente luego del 
parto.  Todas  las  pacientes  fueron  hispánicas  y  sus  datos  clínicos  se muestran  en  la 
Tabla 3.1. 
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3.1.3 Western blot  
3.1.3.1 Preparación de vesículas de membrana 
 
Fragmentos de vellosidades coriónicas de placentas normales y preeclámpticas 
se  homogeneizaron  en  buffer  HEPES  (ácido  4‐[2‐hidroxietil]‐1‐piperazina‐etano 
sulfónico) 10 mM conteniendo inhibidores de proteasas (fluoruro de fenilmetilsulfonilo 
[PMSF]  0,2  mM  +  0,1  mM  del  cocktail  comercial  Calbiochem,  Merck)  utilizando  un 
homogeneizador Ultra‐Turrax (ICA, Germany).  
A continuación los homogenatos se centrifugaron a 5000 g durante 10 min para 
eliminar  restos  celulares  y  núcleos.  Para  la  obtención  de  las  membranas,  los 
homogenatos se centrifugaron nuevamente a 11000 g durante 10 min. En cada caso, el 
pellet  conteniendo mitocondrias,  lisosomas  y  peroxisomas  fue  descartado, mientras 
que  el  sobrenadante  se  centrifugó  a  16000  g  durante  10 min.    El pellet  resultante, 
conteniendo  las  membranas  celulares  fue  resuspendido  en  Buffer  HEPES  con 
inhibidores de proteasas y almacenado a – 80 °C. 
 
3.1.3.2 Cuantificación de proteínas 
 
La concentración de proteínas en se determinó utilizando el kit comercial BCA 
Protein  Assay  kit  (Thermo  Scientific,  USA)  según  las  instrucciones  del  fabricante.  La 
absorbancia se midió a 560 nm y se calculó la concentración de proteínas procesando 
en paralelo una curva de albúmina estándar.  
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3.1.3.3  Corrida del gel, transferencia y revelado 
 
Los ensayos de western blot para AQP3 y AQP4  fueron realizados en geles de 
poliacrilamida  al  12,5 %  en  presencia  de  dodecilsulfato  de  sodio  (SDS)  con  sistema 
discontinuo (Laemmli, 1970).  
Se prepararon aproximadamente 100 µg de cada muestra disueltos en buffer 
de  siembra    (SDS  4  %  P/V,  Tris‐HCl  0,125  M,  β‐mercaptoetanol  0,2  M,  azul  de 
bromofenol 0,02 % P/V y glicerol  20 % V/V, pH 6,8) y se incubaron a 90 °C por 2 min. 
Luego  se  sembraron  en  las  calles  correspondientes  y  se  corrieron  a  un  voltaje 
constante de 120 V.  
Se  corrió  en  paralelo  un  estándar  de  pesos moleculares  (Rainbow,  Amersham 
Pharmacia  Biotech  Ltd.,  UK).  Luego  de  la  electroforesis,  el  gel  se  transfirió  a  una 
membrana de nitrocelulosa (Hybond ECL, Amersham Pharmacia Biotech Ltd., UK) según el 
procedimiento de Towbin y colaboradores (Towbin y col., 1979). A continuación, una vez 
finalizada  la  transferencia,  las membranas  se  bloquearon  durante  40 min  con  una 
solución de seroalbúmina bovina 1 % P/V en PBS‐Tween 0,1 %.  
Luego  del  bloqueo,  se  incubaron  toda  la  noche  a  4  °C  con  los  anticuerpos 
específicos: anti‐AQP3 1:1000 en PBS ‐ Tween 0,1 % (Alpha Diagnostic  International  Inc., 
USA), anti‐AQP4 1:1000 en PBS ‐ Tween 0,1 % (Alpha Diagnostic International Inc., USA).  
Al día siguiente, las membranas se incubaron a temperatura ambiente durante 
30 min con una dilución 1:30000 del anticuerpo secundario  (Jackson  ImmunoResearch, 
USA) preparada en  PBS‐Tween 0,1 %.  
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Para  el  revelado  se  utilizó  el  kit  Amersham  ECL Western  Blotting  Detection 
Reagent  (GE  Healthcare  Life  Sciences,  UK)    que  se  basa  en  la  generación  de 
quimioluminiscencia  por  reacción  del  luminol  con  la  peroxidasa  que  puede  ser 
detectada y registrada mediante el sistema de documentación de geles G‐Box (Syngene, 
UK).  Para  poder  realizar  la  semicuantificación,  cada  membrana  se  trató  con  una 
solución de stripping  (5 min H2O destilada,  5 min NaOH  0,2 N,  5 min H2O destilada), 
se  bloqueó  nuevamente  y  se  incubó  con  un  anticuerpo monoclonal  anti    β‐actina 
(Alpha Diagnostic International Inc, USA) en una dilución 1:2000.  
Se  repitió  el  procedimiento  con  el  anticuerpo  secundario  y  el  revelado  por 
quimioluminiscencia hasta obtener  las  imágenes de  las bandas. Todas  las bandas  se 
cuantificaron por densitometría  (Image J 1.36b; NIH, USA) y los resultados se expresaron 
como la relación entre el área de cada acuaporina y el área de β‐actina.  
 
3.1.4 Inmunohistoquímica 
 
El  análisis  de  las AQPs  por  inmunohistoquímica  se  realizó  según  las  técnicas 
clásicas.  Fragmentos  de  vellosidades  coriónicas  de  placentas  coriónicas  y 
preeclámpticas se  fijaron en buffer de  fosfato de sodio 0,1 M    (pH 7,4) conteniendo 
formol al 10 %. Luego se deshidrataron en una serie de alcoholes ascendiente (Etanol 
70  % ‐ Etanol 96  % ‐ Etanol absoluto ‐ Xilol), se embebieron en parafina para formar 
tacos y se realizaron cortes de 0,5 mm de espesor.  
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Para su análisis, las muestras se rehidrataron con la serie de alcoholes inversa, 
se  incubaron  en  H2O2  3  %  por  5 min  para  bloquear  la  peroxidasa  endógena  y  se 
bloquearon sitios de unión inespecífica con el reactivo del Kit Dako/ Vectastain  (DAKO 
LSAB kit, Dako Corp, Denmark). Luego, se incubaron durante toda la noche a 4 °C con los 
anticuerpos específicos para AQP3 o AQP4,  según el  caso, en una dilución   1:50.   A 
continuación,  se  incubaron  con  el  anticuerpo  secundario  conjugado  con  biotina 
provisto  por  el  kit  y  por  último  con  una  solución  de  estreptavidina  conjugada  con 
peroxidasa. La tinción se realizó utilizando el kit Vectastain kit (Vector Laboratories, USA) 
que se basa en la reacción con DAB (tetrahidrocloruro de diaminobencidina).  
La  contracoloración  se  realizó  con  hematoxilina  de Mayer´s  y  finalmente  las 
muestras  se montaron  en  glicerol  y  se  analizaron  con microscopio  óptico.  Para  los 
controles  negativos  se  omitió  el  anticuerpo  primario  reemplazándolo  por  suero  de 
conejo no inmune.   
 
3.2 Estudio de la expresión  y localización de AQP3 y AQP4 en explantos 
de  placenta  humana  normal  cultivados  en  normoxia,  hipoxia  e 
hipoxia/reoxigenación. 
 
3.2.1 Cultivo de explantos  
 
3.2.1.1 Preparación y estabilización 
 
Las placentas humanas normales a término fueron procesadas de acuerdo a la 
técnica descripta en la sección 3.1.2.  
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Explantos  de  placenta  normal  a  término  de  aproximadamente  50  mg  se 
cultivaron en placas de poliestireno para estériles de 24 pocillos en medio de cultivo 
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) (Life Technologies, Inc., USA) libre de suero, 
conteniendo  penicilina  (100 UI/mL),  estreptomicina  (100 mg/mL)  y  gentamicina  (32 
mg/mL).  
Antes de cada tratamiento, todos los explantos se preincubaron por un período 
de 30 min a 37 °C en condiciones estándar de cultivo (5 % CO2 / 20 % O2) con el objeto 
de estabilizarlos y permitir su recuperación luego del procedimiento de obtención. 
 
3.2.1.2 Cultivo de explantos en distintas condiciones de oxigenación 
 
Los explantos se cultivaron en tres condiciones distintas de oxigenación:  
1‐  Normoxia (N) o condición estándar de cultivo: 20 % O2 – 5 % CO2 con balance de 
N2 en estufa de cultivo celular durante 18 hs. 
2‐  Hipoxia (H): 2 %   O2 – 5 %   CO2 con balance de N2 en cámara de hipoxia/glove 
box (Billups‐Rothenberg Inc, USA) por 18 hs.  
3‐  Hipoxia/Reoxigenación (H/R): 2 % O2 – 5 % CO2 con balance de N2 en cámara de 
hipoxia/glove box (Billups‐Rothenberg Inc, USA) por 15 hs seguidas de 3 hs de Normoxia. 
Una vez concluidos los cultivos, cada grupo de explantos se almacenó y procesó 
de  acuerdo  al protocolo de  cada experimento.  Los  sobrenadantes de  los  cultivos  se 
analizaron o guardaron a  ‐20 °C para análisis posteriores. Los explantos que  luego de 
los cultivos presentaron contaminación bacteriana fueron inmediatamente excluidos.  
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3.2.2 Efectos del tiempo de incubación sobre el tejido 
 
3.2.2.1 Viabilidad  
 
La viabilidad de  los explantos en  función del  tiempo de  cultivo  se monitoreó 
durante  7  días.  Para  ello,  se  evaluó  dicha  viabilidad  a  distintos  tiempos  de  cultivo 
mediante  la  incubación con 0,5 mg/ml de MTT  (bromuro de 3‐(4,5‐dimetiltiazol‐2‐il)‐
2,5‐difenil tetrazolio) en DMSO (dimetilsulfóxido) a 37 °C por 2 hs.  
El MTT, amarillo, penetra en las células, donde el anillo del tetrazolio es clivado 
por  deshidrogenasas  de  las mitocondrias,  dando  formazán,  un  compuesto  púrpura 
insoluble en agua. El formazán se extrajo en 1 ml de metanol y se midió la absorbancia 
a  595  nm.  Se  graficó  la  absorbancia  por  gramo  de  explanto  en  función  del  tiempo 
(Castro‐Parodi y col, 2013).  
3.2.2.2 Integridad 
 
La integridad de los explantos se verificó mediante la determinación de lactato 
deshidrogenasa (LDH) en el sobrenadante de cultivo inmediatamente luego de las 4, 6 
y 20 hs de  incubación. Se realizó según  las instrucciones del fabricante del Kit (Wiener 
lab, Argentina) (Castro‐Parodi y col., 2013). 
3.2.2.3 Funcionalidad  
 
La funcionalidad se evaluó mediante la determinación de la concentración de la 
subunidad  β de  la  gonodatrofina  coriónica  humana  (β‐hCG),  en  el  sobrenadante  de 
cultivo.  
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Se utilizó un kit commercial  (hCG  solid phase  component  system, Coat‐ACoat hCG 
IRMA, EURO/DPC Ltd., UK) para determinación inmunoradiométrica (IRMA), basado en la 
técnica ¨sandwich¨. 
La  fase  sólida  se  une  a  la  subunidad  α  de  la  hCG, mientras  que,  en  la  fase 
líquida,   un anticuerpo marcado radiactivamente se une a  la subunidad β  (Damiano y 
col., 2006). 
3.2.2.4 Evaluación morfológica 
 
Los  explantos  cultivados  en  las  tres  condiciones  se  fijaron  en  un  buffer  de 
fosfato de sodio 0,1 M  (pH 7,4) conteniendo formol al 10 %.  
Luego se deshidrataron en serie de alcoholes ascendiente (Etanol 70  % ‐ Etanol 
96   %  ‐  Etanol  absoluto  ‐  Xilol)  y  se  embebieron  en  parafina  para  formar  tacos.  Se 
realizaron  cortes de  0,5 mm  de  espesor  que  se montaron  en  portaobjetos.  Para  su 
análisis, cada muestra así preparada, se rehidrató con la serie de alcoholes inversa y se 
coloreó con Hematoxilina/Eosina para su examen bajo microscopio óptico.   
 
3.2.3 Efecto de los tratamientos sobre el tejido 
 
3.2.3.1 Viabilidad  
Se realizó según el procedimiento descripto en la sección 3.2.2.1. Se determinó 
la incorporación de MTT en explantos cultivados 24 hs en los distintos tratamientos. 
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3.2.3.2 Integridad  
Se realizó según el procedimiento descripto en la sección 3.2.2.2. Se determinó 
la liberación de LDH al medio de cultivo en explantos cultivados a distintos tiempos en 
los distintos tratamientos. 
3.2.3.3 Funcionalidad 
Se realizó según el procedimiento descripto en la sección 3.2.2.3. Se determinó 
la producción de la subunidad β de la hCG en explantos cultivados a distintos tiempos 
en los distintos tratamientos. 
3.2.3.4 Evaluación morfológica  
 
Se realizó según el procedimiento descripto en la sección 3.2.2.4. Se evaluaron 
daños en el tejido mediante visualización microscópica en explantos cultivados 24 hs 
en los distintos tratamientos. 
3.2.3.5 Expresión de HIF‐1α  
 
Para confirmar que  los explantos  fueron expuestos a hipoxia, se determinó  la 
expresión de HIF‐1α mediante western blot. Para ello, explantos cultivados en distintas 
condiciones  de  oxigenación  se  homogeneizaron  y  luego  se  centrifugaron  a  5000  g 
durante 10 min para eliminar restos celulares y núcleos. Luego, se corrió en un gel de 
poliacrilamida  al  10  %  en  presencia  de  SDS  y  se  transfirió  a  una  membrana  de 
nitrocelulosa.  La  presencia  de  HIF‐1α  se  reveló  usando  anticuerpo  monoclonal 
específico  anti‐HIF‐1α  humano  en  una  dilución  1:1000  (Alpha  Diagnostic  International 
Inc., USA).  
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3.2.3.6 Parámetros de estrés oxidativo 
 
3.2.3.6.1 Determinación de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS ) 
 
Mediante  un  ensayo  que  permite  la  determinación  de  productos  finales  del 
proceso de peroxidación  lipídica, especialmente el malonilaldehído,  se determinaron 
los  TBARS  utilizando  un método  espectrofotométrico  basado  en  la  reacción  con  2‐
Ácido Tiobarbitúrico.  
Cada muestra  se  homogeneizó  en  un  buffer  de  fosfato  de  sodio  100 mM  / 
Cloruro de potasio 120 mM (pH 7,40) y luego se centrifugó a 900 g durante 5 min a 4 
°C.   
Se midió la absorbancia a 532 nm con espectrofotómetro (Hitachi, Tokyo, Japan) 
y se calculó la concentración de malonilaldehído con el correspondiente coeficiente de 
extinción  (1.54.105 M‐1.cm‐1).  Los  resultados  se  expresaron  en  μmol/g  de  proteína 
(Janero, 1990, Halliwell y Gulteridge, 1999; Ferreira y col., 2010). 
3.2.3.6.2 Quimioluminiscencia espontánea 
 
La quimioluminiscencia espontánea es un método que permite evaluar signos 
de  metabolismo  oxidativo.  La  reacción  final  de  los  radicales  peroxilo  (ROO*)  y  el 
oxígeno singulete (1O2) conduce a estados excitados que generan quimioluminiscencia 
paralelamente a la producción de malonilaldehído y dienos conjugados.  
La  quimioluminiscencia  espontánea  se  determinó  utilizando  un  contador  de 
fotones  (Johnson Research Foundation, University of Pennsylvania, Philadelphia, PA) con un 
fotomultiplicador (EMI 9658; EMI‐Gencom, Plainview, NY) con respuesta de  300 a 900 nm 
a una temperatura de ‐20 °C. Se aplicó un potencial de ‐1.4 kW.  
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La salida del  fototubo  se conectó a un amplificador/discriminador ajustado al 
conteo de fotones individuales y a su vez, se conectó a un contador de frecuencias y a 
un registrador (Musaco Serbio y col., 2014; Semprine y col., 2014). La quimioluminiscencia 
se expresó como cuentas por segundo por cm2 de superficie de tejido (cps/cm2). 
 
3.2.4 Western blot para AQP3 y AQP4  
 
Explantos  cultivados  en  distintas  condiciones  de  oxigenación  se 
homogeneizaron y luego se centrifugaron a 5000 g durante 10 min para eliminar restos 
celulares y núcleos.  Luego  se analizó  la expresión de AQP3 y AQP4  según  la  técnica 
descripta en detalle en la sección 3.1.3. 
3.2.5 Inmunohistoquímica para AQP3 y AQP4 
 
Esta técnica se describió en detalle en la sección 3.1.4. 
3.2.6 Inmunofluorescencia para AQP3 y AQP4 
 
Se  procedió  según  la  técnica  de  inmunohistoquímica  descripta  en  la  sección 
3.1.4  para  la  preparación  de  los  cortes  de  tejido  y  la  incubación  con  anticuerpos 
específicos.  
A  continuación,  las  muestras  se  trataron  con  un  anticuerpo  secundario 
conjugado con Cy3  (indocarbocianina)  (dilución 1:800)  (Santa Cruz Biotechnology, USA), 
se  lavaron  y  montaron  en  PBS:Glicerol  (1:3)  y  se  analizaron  con  microscopio  de 
epifluorescencia  (Nikon,  Eclipse  E:200)  con  filtro  rojo.  Para  los  controles  negativos  se 
reemplazó el anticuerpo primario por un suero de conejo no inmune.   
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3.3 Estudio  del  papel  de  las  AQPs  placentarias  en  los  procesos  de 
apoptosis del trofoblasto inducida por fluctuaciones en la tensión de 
oxígeno. 
 
De  acuerdo  con  la  literatura,  sólo  explantos  de  primer  y  segundo  trimestre, 
cultivos primarios de citotrofoblasto o cultivos de  líneas celulares son utilizados para 
realizar  experimentos  con  ARN  pequeño  de  interferencia  (siRNA).  En  explantos  de 
placentas a  término, debido a  las características  sinciciales de  la mayor parte de  las 
células, es difícil lograr la incorporación de siRNA y conseguir con éxito la inhibición de 
la proteína deseada.  
Por  este  motivo,  en  el  presente  trabajo  se  decidió  utilizar  una  inhibición 
farmacológica de las diferentes isoformas de las AQPs. 
El  mercurio,  como  bloqueante  del  poro,  ha  sido  fundamental  para  la 
caracterización  y  revelación  del  rol  de  las  AQPs  en  el  transporte  de membrana  en 
numerosos  tejidos.  La mayor  parte  de  las  AQPs  (excepto  AQP4  y  AQP7)  posee  un 
residuo  de  cisteína  (Cys)  en  el  lado  extracelular  de  la membrana,  entre  el  quinto 
segmento transmembrana y el segundo hemi‐canal, en la posición 189.  
Se  ha  demostrado  que  dicho  residuo  de  cisteína  une  Hg2+  bloqueando 
estéricamente el flujo de agua a través del canal.  
Es por eso que  los compuestos de mercurio han sido ampliamente usados muy 
efectivamente como inhibidores generales de la mayor parte de las AQPs (Savage y col., 
2007; Yang y  col., 2006;  Jablonski y  col., 2007;  Jablonski y  col., 2004; Vassiliou y  col., 2013; 
Damiano y col., 2001; Barcroft y col., 2003).  
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A pesar de la baja homología entre AQP3 y otras AQPs, la estructura de su poro 
es muy similar a  la de  las demás y su permeabilidad al agua también es  inhibida por 
mercurio (Kuwahara et al., 1997).  
Por otro  lado, se ha reportado que el CuSO4 es un potente  inhibidor reversible 
del transporte de agua y glicerol en el caso de AQP3. Bajas concentraciones de cobre 
(un orden de magnitud menor que las observadas en envenenamiento por cobre), son 
suficientes para reducir dramáticamente  la permeabilidad de AQP3  (Liu y col., 2001) y 
el efecto es dosis dependiente, rápido y reversible, porque el cobre no necesita entrar 
a  las  células para ejercer  su efecto  sobre AQP3. Tres  residuos de aminoácidos en el 
segundo y tercer bucle extracelular, Triptofano (Trp) 128, Serina (Ser) 152, e Histidina 
(His) 241, han sido involucrados en la inhibición de AQP3 mediada por cobre. 
Si  bien,  tanto  el  cobre  como  el mercurio  son metales  pesados  divalentes,  la 
inhibición de AQP3 por parte de ambos es diferente.  
El mercurio  se une  covalentemente a  los  residuos de cisteína, mientras que el 
cobre  forma complejos de coordinación con  las proteínas. Como  resultado, el efecto 
del cobre se revierte con un simple lavado y es rápido, lo cual lo hace muy conveniente 
como herramienta para estudios funcionales en muchas células y tejidos (Zelenita y col., 
2004; Cao y col., 2013; Ikarashi y col., 2012).  
En  el  caso  de  AQP4,  está  considerada  como  un  canal  de  agua  no  sensible  a 
mercurio debido a que no posee el residuo de Cys reactivo. Sin embargo, hay nuevas 
evidencias que sugieren que su permeabilidad al agua podría también ser inhibida por 
mercurio por un mecanismo diferente (Yukutake et al., 2008). 
Además,  tanto   AQP1 como AQP4 son  inhibidas por cloruro de  tetraetilamonio 
(TEA), un conocido bloqueante de canales de potasio.  
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Por  analogía  de  la  inhibición  de  los  canales  de  potasio,  se  ha  sugerido que  el 
bloqueo de AQP1 y AQP4 se debe a  la  interacción entre TEA y un residuo de tirosina 
(Tyr) en el bucle E de la proteína (Tyr 186), que se establece de forma reversible y dosis 
dependiente y con  la misma eficiencia que  los compuestos de mercurio  (Brooks y col., 
2000).  
Con respecto a AQP9, tanto el HgCl2 como  la floretina  inhiben efectivamente  la 
permeabilidad al agua, así como también al manitol, uracilo, adenina, glicerol, urea y 
β‐hidroxibutirato. La floretina, además, inhibe parcialmente la permeabilidad de AQP3 
a agua y urea, mientras que no modifica su permeabilidad al glicerol (Tsukaguchi et al., 
1998).  En  la  tabla  3.2  se  resumen  las  características  y  sitios  de  bloqueo  de  cada 
inhibidor. 
 
 
 
 
                                
               
 
 
 
                                Tabla 3.2: Principales características de los inhibidores de AQPs 
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3.3.1 Tratamiento con inhibidores 
 
Se procedió según el ítem 3.2.1 para la obtención, preparación y estabilización 
de explantos.  Se separaron explantos control y a los demás se los trató, según el caso, 
con  los diferentes  inhibidores de AQPs. Luego, se estudiaron distintos parámetros de 
apoptosis en presencia y en ausencia de los inhibidores de AQPs.  
En todos los casos, el tratamiento con los inhibidores en la condición control no 
afectó la viabilidad del tejido. 
3.3.1.1 HgCl2 
 
El tratamiento con HgCl2 se utilizó para inhibir en forma general a las AQPs y se 
realizó  colocando HgCl2  en  una  concentración  final  de  0,3 mM  al medio  de  cultivo 
durante  los 10 min  finales de  la estabilización. Luego, se  retiraron  los explantos y se 
colocaron en medio fresco por 18 hs en cada condición de incubación.  
3.3.1.2 Floretina 
 
El tratamiento con floretina se utilizo para inhibir selectivamente a la AQP9 y se 
realizó colocando los explantos en una solución de floretina de 0,5 mM en PBS durante 
los 15 min finales de la estabilización. Luego, se retiraron los explantos y se colocaron 
en medio fresco por 18 hs en cada condición de incubación.  
3.3.1.3 TEA  
 
El tratamiento con TEA se utilizó para inhibir selectivamente a la AQP4 y, dado 
que la inhibición es reversible, se realizó una vez finalizada la estabilización.  
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Se  agregó  TEA  al  medio  de  cultivo  en  una  concentración  final  de  0,3  mM 
durante las 18 hs de incubación. 
3.3.1.4 CuSO4 
 
El  tratamiento  con  CuSO4  se  utilizó  para  inhibir  selectivamente  a  la AQP3  y, 
dado que la inhibición es reversible, se realizó una vez finalizada la estabilización.  
Se  agregó  CuSO4  al medio  de  cultivo  en  una  concentración  final  de  5 mM 
durante las 18 hs de incubación. 
 
3.3.2 Estudio de parámetros de apoptosis 
 
3.3.2.1 Expresión de Bax 
 
Existen  evidencias  de  que  especies  reactivas  del  oxígeno  podrían,  en  forma 
directa, regular positivamente la expresión de Bax. 
Esto llevaría a la activación de la vía mitocondrial de la apoptosis (Ishikawa y col, 
2003).  Se estudió  su expresión mediante  la  técnica de Western blot  (descripta en  la 
sección  3.1.3)  utilizando  una  dilución  1:500  del  anticuerpo  específico  (Sigma  Aldrich, 
USA). 
3.3.2.2 TUNEL 
 
Se realizó la técnica de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick 
end labeling) en cortes histológicos preparados según se describió en la sección 3.1.4. 
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Se utilizó el kit de detección de muerte celular basado en fluoresceína In Situ Cell 
Death  Detection  kit  (Roche  Applied  Science,  Indianapolis,  IN,  USA),  de  acuerdo  a  las 
instrucciones del  fabricante. Se estudiaron  las muestras control y con  inhibidores, en 
las diferentes condiciones de oxigenación.  
 La  contracoloración  de  los  núcleos  se  realizó  con  la  marca  fluorescente 
Hoechst 33 342 (Sigma‐Aldrich Corp., San Luis, MO, USA). Los datos fueron documentados 
mediante microscopio de fluorescencia (Nikon, Eclipse E:200).  
Para  cuantificar  el  número  de  células  apoptóticas,  se  contaron  las  células 
positivas de tres campos separados, de secciones no adyacentes de cada tratamiento. 
Se utilizaron dos contadores ciegos independientes y los totales fueron promediados y 
expresados en número de células apoptóticas / mm2. 
 
3.3.2.3 Fragmentación del ADN 
 
En el proceso de apoptosis el ADN es fragmentado en segmentos de 200 pares 
de bases, dando el característico ¨laddering¨ al correrlo electroforéticamente en un gel 
de  agarosa.  Este  efecto  es  considerado  específico  del  proceso  de  apoptosis 
dependiente de caspasas.  
3.3.2.3.1  Extracción del ADN 
 
Inmediatamente después de  los cultivos,  los explantos se homogeneizaron en 
500 µl de un Buffer de Lisis de ADN [Tris‐(hidroximetil)aminometano‐HCl (Tris‐HCl) 50 
mM, EDTA (ácido etilendiaminotetraacético) 50 mM, SDS 1 %, NaCl 50 mM, pH 8]. 
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Se  les agregó Proteinasa K (10 mg/ml) y se  incubaron   2 hs a 55 °C. Luego,  las 
muestras  se  centrifugaron  15  min  a  21000  g.  A  500  µl  del  sobrenadante  se  les 
agregaron 300 ul de NaCl 5 M y  se volvieron a centrifugar a 21000 g por 15 min. A 
continuación se agregó 1 mL de etanol absoluto a 500 µl de cada sobrenadante y se 
incubaron  a  ‐20  °C  durante  toda  la  noche.  Finalmente  las muestras  se  volvieron  a 
centrifugar 15 min a 21000 g y  los pellets se resuspendieron en 50 µl de agua estéril 
libre de DNAsas.  
 
3.3.2.3.2 Electroforesis del ADN 
 
Se sembraron 10 µl de cada muestra en un gel de agarosa al 1,5 % con GelRed® 
(2 µl / 50 ml) (Biotium Inc., USA) en buffer TBE 1X (Tris‐borato 45 mM, EDTA 1 mM). Las 
imágenes  se  obtuvieron  mediante  el  sistema  de  documentación  de  geles  G‐Box 
(Syngene, UK).   
 
3.3.2.4 Actividad de Caspasa 3 
 
3.3.2.4.1 Cultivos para caspasa 3  
 
Para  estos  experimentos  se  utilizó  el  kit  para  determinación  colorimétrica 
CaspACETM Assay System (Promega, USA). Brevemente, los explantos fueron procesados, 
estabilizados  y  cultivados  con  y  sin  los  inhibidores  de  AQPs  en  las  diferentes 
condiciones de oxígeno como se describió previamente.  
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De  acuerdo  con  las  indicaciones  del  kit,  cada  tratamiento  se  realizó  por 
duplicado,  colocando  Z‐VAD‐FMK  (benciloxicarbonil  Val‐Ala‐Asp  (OMe) 
fluorometilcetona),  inhibidor  de  caspasa  3,  en  uno  de  los  duplicados  en  cada  caso, 
según las instrucciones del fabricante. 
3.3.2.4.2 Procesamiento de los explantos 
 
Una vez finalizadas las 18 hs de cada cultivo, los explantos se homogeneizaron 
inmediatamente con Ultra‐Turrax (ICA, Germany) en el Buffer de Lisis provisto por el kit 
y luego se centrifugaron  10  min  a  9000  g. Los sobrenadantes se conservaron y se les 
midió la concentración de proteínas según la técnica explicada de la sección 3.1.3.2. 
3.3.2.4.3 Ensayo caspasa 3 
 
El ensayo se realizó con 80 µg de proteínas por muestra según el protocolo del 
kit.  Brevemente,  se  colocó  cada  muestra  en  un  pocillo  de  una  microplaca,  a 
continuación  se  agregó  el  Buffer  de  ensayo  provisto,  DMSO,  ditiotreitol  (DTT)  y 
finalmente  el  sustrato  de  caspasa  3,  Ac‐DEVD‐pNA  (N‐acetil‐Asp‐Glu‐Val‐Asp‐p‐
nitroanilida). 
Se incubó la placa a 37 °C durante 4 hs y se calculó la cantidad de p‐nitroanilida 
(pNA)  liberada  por  muestra  midiendo  la  absorbancia  a  405  nm.    La  actividad  de 
caspasa 3 se calculó como  la concentración de pNA  liberada, por hora, por gramo de 
proteína.  
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3.4 Análisis estadístico 
 
El  análisis  estadístico  de  los  datos  se  realizó  utilizando  el  software  GraphPad 
Prism v5  (GraphPad  Software,  Inc.  La  Jolla, CA, USA).  Los datos  fueron  comparados por 
análisis  de  la  varianza  de  un  factor  (ANOVA),  seguido  del  test  de  la  diferencia 
significativa  mínima  (LSD)  de  Fisher.  Un  valor  de  P<0,05  fue  considerado  como 
estadísticamente significativo.  
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4 RESULTADOS 
 
4.1 Estudio de la expresión  y localización de AQP3 y AQP4 en explantos 
de placentas preeclámpticas y normales 
 
En placentas normales, el anticuerpo de AQP3  reveló  la banda esperada de 37 
kDa que  corresponde  a  la  forma  glicosilada de  la proteína.  Esta banda  también  fue 
detectada  en  placentas preeclámpticas  (Figura  4.1A).  Sin  embargo,  la  cuantificación 
por  densitometría mostró  una  disminución  significativa  de  la  proteína  de  AQP3  en 
placentas preeclámpticas en comparación con placentas normales (p < 0.05). 
Con respecto a la expresión de AQP4, se encontró una banda de 30 kDa tanto en 
placentas  normales  como  preeclámpticas  (Figura  4.1B).  Los  análisis  densitométricos 
mostraron una disminución significativa de  los niveles de expresión proteica de AQP4 
en placentas preeclámpticas (p < 0.001). 
Los análisis por inmunohistoquímica en placentas normales mostraron que AQP3 
y AQP4  se  localizan en membrana apical  y, en el  caso de AQP4,  también en  células 
endoteliales. En placentas preeclámpticas  la marca de ambas proteínas  se  redujo de 
manera  importante, en  concordancia  con  los  resultados del  inmunoblotting  (Figuras 
4.2 y 4.3). 
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Figura 4.1: (A) Western blot para AQP3 en placentas normales y preeclámpticas. AQP3 fue detectada 
en placentas normales y preeclámpticas. La densitometría mostró una disminución de  la expresión de 
AQP3 en placentas preeclámpticas (P<0,05, n=6). (B) Western blot para AQP4 en placentas normales y 
preeclámpticas. AQP4 fue detectada en placentas normales y preeclámpticas. La densitometría mostró 
una disminución de la expresión de AQP4 en placentas preeclámpticas (P<0,001, n=6). 
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4.2.1.2 Integridad  
 
La integridad de los explantos se verificó mediante la determinación de LDH en 
el  sobrenadante de  cultivo  inmediatamente  luego de  las 4, 6  y 20 hs de  incubación 
(0,555 ± 0,04 U x h‐1 x g‐1 de explanto vs  0,452 ± 0,030 U x h‐1 x g‐1 de explanto vs 0,262 
± 0,017 U x h‐1 x g‐1 de explanto, respectivamente).  
El aumento  inicial de  los valores de LDH se debe a  la manipulación del tejido. 
Luego  se  observa  que  la  concentración  de  LDH  disminuye  hacia  la  hora  20.  Este 
comportamiento  ya  ha  sido  reportado  previamente  (Vaidya  y  col.,  2011; Miller  y  col., 
2005).  
4.2.1.3 Funcionalidad  
 
La  funcionalidad se evaluó mediante  la determinación, en el sobrenadante de 
cultivo,  de  la  concentración  de  la  subunidad  β  de  la  hCG,  producida  por  el 
sinciciotrofoblasto.  Los  explantos  produjeron  β‐hCG  en  niveles  similares  a  los 
reportados en la literatura (Damiano y col., 2006) y no fueron afectados por el tiempo de 
cultivo (381 ± 161 mUI/h‐1 x g‐1 de explanto a las 6 hs de cultivo  vs 366 ± 29 mUI/h‐1 x 
g‐1 de explanto a las 20 hs de cultivo).  
4.2.1.4 Evaluación morfológica  
	
La morfología se evaluó a tiempo 0, a las 6 hs, 24 hs y 48 hs de cultivo mediante 
la  preparación  y  tinción  de  cortes  de  tejido  y  su  observación microscópica.  No  se 
observaron cambios morfológicos dentro de las primeras 24 hs de cultivo (Figura 4.5). 
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Figura 4.11. Inmunohistoquímica para AQP3. El ensayo reveló que AQP3 se encuentra principalmente 
en membrana apical de  sinciciotrofoblasto de explantos  cultivados en normoxia, mientras que en  los 
cultivados en hipoxia se encuentra en citosol. Luego de la reoxigenación la AQP3 se localizó nuevamente 
en membrana apical. Aumento 1000X. 
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Figura 4.12: Ensayo de Inmunofluorescencia para AQP3. Puede observarse marca en membrana apical 
en  normoxia,  luego  se  observa  que  la marca  se  localiza  predominantemente  en  citosol  durante  la 
hipoxia y finalmente,  luego de  la reoxigenación,  la marca vuelve a ser detectada en membrana apical. 
Aumento 400X. 
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Figura 4.14: Inmunohistoquímica para AQP4. El ensayo reveló que AQP4 se encuentra principalmente 
en membrana apical y endotelio en explantos cultivados en normoxia. Durante  la hipoxia  la marca se 
incrementa, mientras que vuelve a disminuir luego de la reoxigenación. Aumento 1000X. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 H/R                                                                     Control Negativo 
 Normoxia                                                           Hipoxia                                       
RESULTADOS 
95 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.15: Ensayo de Inmunofluorescencia para AQP4. Puede observarse marca en membrana apical 
y endotelio en normoxia, hipoxia (más intensamente) y H/R. Aumento 400X. 
 
 
4.3 Estudio  del  papel  de  las  AQPs  placentarias  en  los  procesos  de 
apoptosis del trofoblasto inducida por fluctuaciones en la tensión de 
oxígeno. 
 
4.3.1 Estudio de apoptosis con inhibición no selectiva de AQPs con HgCl2  
 
Los  estudios  de  inhibición  no  selectiva  se  realizaron  en  cultivos  de  explantos  de 
placenta normal a término en normoxia, hipoxia y H/R.  
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4.3.2.3 Inhibición selectiva de AQP9 con Floretina 
 
El tratamiento con floretina en una concentración de 0,5 mM para bloquear la 
AQP9  no  provocó  cambios  en  los  parámetros  apoptóticos  en  comparación  con  los 
explantos no tratados. 
	
4.3.2.3.1 TUNEL 
 
Como  se muestra  en  la  Figura  4.26,  la  inhibición  de  AQP9  por  floretina,  no 
redujo  el  número  de  núcleos  apoptóticos  en  ninguna  condición  de  oxigenación  en 
comparación con los explantos cultivados en normoxia.  
 
4.3.2.3.2 Fragmentación del ADN 
 
La  inhibición  de AQP4  por  floretina  no  inhibió  la  fragmentación  del  ADN  en 
ninguna de las tres condiciones ensayadas (Figura 4.27). 
 
4.3.2.3.3 Actividad de caspasa 3 
 
La actividad de  caspasa 3 no  se modificó por el  tratamiento  con  floretina en 
ninguna de las condiciones de oxigenación (Figura 4.28). 
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5 DISCUSIÓN, CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 
 
5.1 DISCUSIÓN 
 
  Si bien  la hipoxia placentaria  se ha  relacionado  con patologías 
como  la preeclampsia, todavía no se ha explorado adecuadamente el mecanismo por 
el  cual  el  trofoblasto  responde  a  esta  hipoxia.  Se  cree  que  una  oxigenación  útero‐
placentaria  insuficiente  es  responsable  de  los  eventos moleculares  que  llevan  a  las 
manifestaciones clínicas de esta enfermedad  (Khong y  col., 1986; Aquilina y Harrington, 
1996;  Broughton‐Pipkin  y  Rubin,  1994).  Hung  y  Burton  han  mostrado  que  el  tejido 
sometido a hipoxia  tiene  características  similares  a  las  reportadas en  trofoblasto de 
placentas  preeclámpticas.  A  pesar  de  esto  último,  consideran  demasiado  simplista 
asumir que solamente la hipoxia induce estos cambios en la placenta, y han propuesto 
que una perfusión placentaria  intermitente, secundaria a una  invasión deficiente del 
trofoblasto,  podría  ser  la  base  de  una  injuria  de  tipo  isquemia‐reperfusión  (Hung  y 
Burton, 2006).  Así, estos daños sobre el trofoblasto afectarían sus funciones de síntesis 
y  transporte.  Por  otro  lado,  se  ha  reportado  recientemente  que  las  AQPs  estarían 
reguladas  por  la  tensión  de  oxígeno  (Hollborn  y  col.,  2012;  Tie  y  col.,  2012).  Se  han 
encontrado 5  isoformas de AQPs en placenta humana, de  las cuales, solo  la AQP3,  la 
AQP4, la AQP8 y la AQP9 se encuentran en trofoblasto, mientras que AQP1 se localiza 
principalmente  en  las  células  endoteliales  de  vasos  placentarios  (Damiano,  2011).  En 
estudios previos, se encontró que la expresión, la localización y la función de la AQP9 
está alterada en placentas preeclámpticas (Damiano y col., 2006).  
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    Recientemente,  informamos  que  la  expresión  de  la  AQP9  estaría 
regulada  por  la  tensión  de  oxígeno.  Observamos  un  aumento  significativo  de  la 
proteína  en  explantos  de  trofoblasto  expuestos  a  H/R.  Este  resultado  nos  permite 
suponer que la expresión anormal de la AQP9 observada en placentas preeclámpticas 
estaría  relacionada con  fluctuaciones en  la concentración de oxígeno a consecuencia 
de  la  invasión  superficial  del  trofoblasto.  Además,  contrariamente  a  lo  que 
esperábamos,  la  incorporación  de  agua  en  estos  explantos  se  redujo  de  manera 
significativa al igual que lo que previamente informamos en placentas preeclámpticas y 
no fue bloqueada por HgCl2 (un inhibidor general de AQPs) sugiriéndonos que el agua 
no  estaría  pasando  por  AQPs  (Castro  Parodi  y  col.,  2013).  Por  otro  lado,  en  otros 
experimentos  en  explantos  de  placentas  normales  tratados  con  insulina  donde 
encontramos  una  abrupta  disminución  de  la  expresión  molecular  de  AQP9,  los 
resultados  funcionales no  evidenciaron ninguna  alteración  en  el  transporte de  agua 
mediado por AQPs, lo que refuerza aún más la idea de que el agua no estaría pasando 
a  través  AQP9  en  placenta  humana  (Castro  Parodi  y  col.,  2011).  Estos  hallazgos  nos 
indicarían  que  la  función  de  esta  AQP  y,  en  general,  de  las  AQPs  presentes  en  el 
trofoblasto debería ser revisada. 
Dado que  la AQP9 no es  la única AQP que se expresa en el tejido trofoblasto, 
decidimos  investigar  la  expresión  aquellas  AQPs  cuya  regulación  podría  estar 
influenciada por el oxígeno. Como se mencionó previamente, la AQP1 se encuentra en 
el  endotelio  de  los  vasos,  por  lo  que  se  la  descartó  de  este  estudio.  Tampoco  se 
estudió  la expresión de AQP8, ya que no hay antecedentes de que esta proteína sea 
modulada por el oxígeno e incluso, en otros tejidos, esto se ha desestimado (Yamamoto 
y col., 2001).  
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Por ello, este trabajo se  limitó a estudiar  la expresión de  las AQP3 y AQP4 en 
placentas  preeclámpticas  y  la  influencia  de  la  exposición  a  la  hipoxia  en  ambas 
proteínas.  
Aunque, en otros  tejidos, varios datos sugieren que  las AQP3 y AQP4 pueden 
ser alteradas por  la privación de oxígeno, su expresión en placentas preeclámpticas y 
su respuesta a la hipoxia en las células del trofoblasto  aún se desconocen. 
Nuestro primer objetivo, entonces, fue estudiar de la expresión  y localización 
de AQP3 y AQP4 en placentas normales y preeclámpticas.  
En  el  presente  estudio,  demostramos  que  la  expresión  AQP3  fue 
significativamente menor en placentas preeclámpticas en comparación con placentas 
normales. En cuanto a su localización, la AQP3 se encontró  en la membrana apical de 
sinciciotrofoblasto, tanto en placentas preeclámpticas y como en normales, aunque la 
intensidad de la marca de la AQP3 fue más débil en las placentas patológicas. 
En el caso de la AQP4, nuestros resultados mostraron que la expresión de esta 
proteína es débil en placentas normales y se localizan tanto en la membrana apical de 
las células del sinciciotrofoblasto y como en  las células endoteliales. Estos resultados, 
concuerdan con informes anteriores de De Falco y colaboradores (De Falco y col., 2007) 
quienes  observaron  elevados  niveles  de  AQP4  durante  el  primer  trimestre  de  la 
gestación,  y  una  significativa  disminución  de  esta  proteína  en  las  células  del 
sinciciotrofoblasto durante el  tercer  trimestre. En cuanto a  la expresión de AQP4 en 
placentas preeclámpticas, fue casi indetectable en sinciciotrofoblasto. 
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Los mecanismos moleculares que inducen la disminución de la AQP3 y la AQP4 
en placentas preeclámpticas aún no están clarificados.   En este trabajo, se exploró el 
comportamiento  de  ambas  proteínas  placentarias  ante  cambios  en  la  tensión  de 
oxígeno.  
Sabemos que nuestros estudios están  limitados por el número de condiciones 
experimentales ensayadas y que no captan plenamente la variabilidad en los niveles de 
oxígeno, la duración de la exposición y patrones alternados de exposición/privación de 
oxígeno. Sin embargo, incluso si todas las condiciones de oxigenación se modelaran in 
vitro,  es  claro que  los  resultados de  tales experimentos no  se podrían  simplemente 
extrapolar  a  la  lesión  de  las  vellosidades  in  vivo,  donde  los  trofoblastos  están 
expuestos  a  la  sangre  y  no  al  medio  de  cultivo,  y  además,  están  asociados  a  la 
membrana  basal  de  las  vellosidades,  en  la  vecindad  del  estroma  y  las  células 
endoteliales.  Aún  así,  el  cultivo  de  células  de  trofoblasto  es  una  herramienta muy 
valiosa para el análisis mecanicista de procesos celulares y moleculares. 
Nuestro segundo objetivo  fue entonces, estudiar  la expresión   y  localización 
de AQP3 y AQP4 en explantos de placenta humana normal cultivados en normoxia, 
hipoxia e hipoxia/reoxigenación. 
La  respuesta  de  AQP3  a  cambios  en  la  tensión  de  oxígeno  parece  estar 
relacionada  con  su  distribución  en  los  diferentes  tejidos.  Algunos  autores  han 
reportado un incremento de AQP3 en células epiteliales de la retina humana, jugando 
un rol crucial en el desarrollo de edema de retina (Hollborn y col., 2012). Por el contrario, 
en astrocitos de  rata  cultivados, AQP3 no ha  sufrido  cambios ante variaciones en  la 
tensión de oxígeno (Yamamoto y col., 2001).  
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En este trabajo se encontró una disminución en la expresión proteica de AQP3 
ante la falta de oxígeno, observándose una recuperación parcial de su expresión en la 
membrana del sinciciotrofoblasto, luego de la reoxigenación.   
  Evidencias  recientes  sugieren que el  transporte de agua y glicerol mediado 
por AQP3 estaría  involucrado en  la migración y proliferación celular  (Cao y col., 2008; 
Huang y col., 2010). Las placentas preeclámpticas muestran una migración  limitada del 
trofoblasto  sobre  la  decidua  superficial,  y  una  invasión  reducida  de  las  arterias 
espiraladas miometriales, dando como resultado un ambiente relativamente hipóxico 
(Broughton‐Pipkin  y  Rubin,  1994).  Nuestros  resultados  sugieren  que  la  hipoxia  podría 
contribuir  a  disminuir  la  expresión  de  AQP3  llevando  a  una migración  reducida  del 
trofoblasto.   Por otro  lado,  se ha  informado que  la privación de oxígeno estimula  la 
degradación proteica vía proteasoma  (Dahlmann, 2007; Hass y Sohn, 2003; Rajakumar y 
col., 2008). Entonces, una posibilidad es que la degradación de AQP3 se incremente por 
esta  vía  durante  la  hipoxia  resultando  en  una  disminución  en  su  expresión.  Esto 
también podría explicar su  localización en citosol durante  la hipoxia. Por otro  lado,  la 
posterior  reoxigenación  no  llega  a  recuperar  los  niveles  basales  de  AQP3  en  la 
membrana,  y  esto  podría  ser  consecuencia  del  daño  oxidativo  de  la membrana  del 
sinciciotrofoblasto, contribuyendo a crear un entorno desfavorable para la inserción de 
AQP3  en  la  membrana  y  resultando  en  una  recuperación  parcial.  Más  aún,  esto 
concuerda con experimentos previos donde observamos que  la membrana apical del 
sinciciotrofoblasto  de  placentas  preeclámpticas  es  más  rígida  que  la  de  placentas 
normales, posiblemente por un pronunciado aumento en los niveles de esfingomielina 
sin cambios en el contenido de colesterol (Levi, 2009).  
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  Estos cambios en la composición lipídica de la membrana también explicarían 
la disminución de la expresión de AQP3 observado en placentas preeclámpticas. 
En el caso de AQP4, se observó un aumento en la expresión proteica durante la 
hipoxia, pero, luego de la reoxigenación, su expresión disminuyó. Se ha informado que 
en  la  región  promotora  del  gen  de  AQP4,  se  encuentra  un  elemento  de  respuesta 
antioxidante putativo (ARE) (Umenishi y Verkman, 1998), que se activaría en condiciones 
de hipoxia  (Waleh y col., 1998). Previamente se demostró que activadores de ARE son 
capaces  de  inducir  la  expresión  de  AQP4  en  trauma  de  cerebro  (Zhao  y  col.,  2005). 
Posiblemente,  la  regulación  positiva  de  AQP4  durante  la  falta  de  oxígeno  sea  una 
respuesta protectora ante la hipoxia. Sin embargo, el daño potencial de la membrana 
del sinciciotrofoblasto debido a  la reoxigenación, podría  llevar a  la disminución de  la 
expresión de AQP4.  
En  resumen,  estos  resultados muestran  que,  en  placentas  preeclámpticas,  la 
expresión  de  AQP3  y  AQP4,  así  como  la  expresión  de  AQP9,  como  se  informó 
previamente  (Damiano  y  col.,  2006) están  alteradas,  y que  estas  alteraciones podrían 
deberse a las fluctuaciones en los niveles de oxígeno que sufren estas placentas como 
consecuencia  de  la  placentación  anormal.  Entonces,  este  estudio  propone  que  el 
oxígeno podría  regular  la expresión de AQPs placentarias  lo que  indicaría que estas 
proteínas podrían  ser  componentes  importantes de  los mecanismos  adaptativos del 
trofoblasto en respuesta a los cambios en el ambiente.  
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Si bien las consecuencias de la desregulación de las AQPs debida a cambios en 
la  tensión de oxígeno  y  su  rol en  la  fisiopatología de  la preeclampsia  todavía no  se 
conocen, muchos autores han  informado que  las AQPs no sólo estarían  involucradas 
en  procesos  fisiológicos,  sino  también  en múltiples  y  diversas  disfunciones  clínicas 
(Verkman, 2011).  
Las lesiones producidas por la isquemia/reperfusión se deben principalmente a 
la  generación  de  especies  reactivas  del  oxígeno  (ROS)  y  del  nitrógeno  (RNS),  que 
causarían un daño indiscriminado sobre los lípidos, las proteínas y el ADN (Myatt, 2010; 
Webster, 2008). En el caso de la placenta preeclámptica, estos daños conducirían a una 
función placentaria alterada por  la modificación covalente de  la estructura y  función 
de  las  proteínas,  como  así  también  a  un  aumento  en  la  velocidad de  apoptosis  del 
sinciciotrofoblasto, lo que desencadenaría el cuadro clínico (Myatt, 2002). 
Si bien, en embarazos normales,  la muerte celular programada es un proceso 
fisiológico que aumenta progresivamente a medida que avanza  la gestación  jugando 
un  papel  esencial  en  la  diferenciación,  la  sincialización  y  la  degeneración  del 
trofoblasto velloso (Leung y col, 2001; Allaire y col., 2000), algunos autores han observado 
un incremento exacerbado de la apoptosis del trofoblasto en placentas preeclámpticas 
(Redman y Sargent, 2000; Roberts y Bell, 2013).  
A pesar de que existen numerosas evidencias que involucran a las AQPs en los 
procesos de apoptosis o muerte celular programada, específicamente en la reducción 
del volumen celular (Jessica Chen y col., 2008; Jablonski y col., 2004a; Jablonski y col., 2004b), 
los mecanismos que desencadenan estos cambios en el volumen celular permanecen 
sin esclarecerse.  
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Ante  estas  evidencias,  nos  preguntamos,  si  las  AQPs  placentarias  podrían 
participar en  los procesos de apoptosis del trofoblasto de modo que  la desregulación 
de  estas  proteínas  pudiera  ser  una  de  las  causas  del  aumento  de  la  apoptosis 
observado en placentas preeclámpticas. 
De esta manera, el  tercer objetivo de esta  tesis  fue estudiar el papel de  las 
AQPs placentarias en los procesos de apoptosis del trofoblasto. 
En primer  lugar,  la pérdida de viabilidad observada en explantos cultivados en 
H/R nos  indicaban que  las  células  trofoblásticas  se  estaban muriendo  posiblemente 
por apoptosis, ya que  los valores de LDH no  se modificaban ante  los cambios en  las 
condiciones  de  oxigenación,  lo  que  indicaría  una  ausencia  de  la  ruptura  celular 
característica de los procesos de necrosis. 
 Por otro  lado, se estudiaron parámetros de estrés oxidativo. Se analizaron  los 
niveles  de  TBARS,  como  índice  de  peroxidación  lipídica,  y  la  quimioluminscencia 
espontánea,  medida  del  metabolismo  oxidativo,  en  explantos  cultivados  en  las 
diferentes condiciones de oxigenación. Observamos que  la condición de H/R produjo 
un  incremento  significativo  de  ambos  índices.  Estos  resultados  podrían  compararse 
con  lo  observado  en  placentas  preeclámpticas,  donde  la  invasión  superficial  del 
trofoblasto, que lleva a una hipoxia intermitente, promovería un estado exagerado de 
estrés  oxidativo  en  la  placenta.  Este  estado  puede  entonces  atenuar  aún  más  la 
invasión del trofoblasto, alterando también la angiogénesis placentaria, lo que llevaría 
a una  vasculatura  fetoplacentaria poco desarrollada  con  reactividad  anormal  (Myatt, 
2002).  
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Entonces,  el  aumento  del  estrés  oxidativo  es  una  de  las  características más 
importantes  observadas  en  placentas  preeclámpticas  y,  si  bien  las  causas  no  se 
conocen exactamente, se cree que conduciría a un aumento de  la  tasa de apoptosis 
del sinciciotrofoblasto.  
Por otra  parte,  se  sabe que  los ROS  regulan positivamente  la  producción de 
proteínas pro‐apoptóticas como Bad y Bax, resultando en la subsecuente translocación 
intracelular de estas proteínas del citosol a la mitocondria (Ishikawa y col., 2003). Estos 
eventos  gatillarían  la  liberación  de  citocromo  c  desde  la mitocondria  llevando  a  la 
activación  de  las  caspasas,  que  a  su  vez,  iniciarían  la  destrucción  celular  activando 
DNAsas (Herrera y col., 2001; Kaufmann y Earnshaw, 2000).  
En este trabajo, se estudió la apoptosis del trofoblasto en explantos cultivados 
en distintas condiciones de oxigenación, evaluando: el número de núcleos apoptóticos, 
la  fragmentación del ADN,  la expresión de Bax y  la actividad de caspasa 3. Nuestros 
resultados  mostraron  que  el  aumento  del  estrés  oxidativo  se  correlaciona  con  el 
aumento  de  la  apoptosis  cuando  los  explantos  se  expusieron  a  fluctuaciones  en  la 
tensión de oxígeno.  Más aún, nuestros hallazgos coinciden con los informes previos de 
Hung  y  Burton,    pudiendo  afirmar  que  la  H/R  es  un  inductor  más  potente  de  la 
apoptosis sinciciotrofoblasto que la hipoxia sola (Hung y Burton , 2006). 
Numerosas evidencias proponen que  las AQPs podrían estar  implicadas en el 
movimiento  de  agua  a  través  de  la  membrana  plasmática  durante  la  apoptosis 
(Jablonski y col., 2004a). Morfológicamente, uno de los acontecimientos tempranos en la 
apoptosis es la pérdida de agua y la posterior contracción del volumen celular.  
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Estudios previos demostraron que  la pérdida de agua de  la  célula durante el 
AVD es crítica para la progresión de la apoptosis y que la pérdida de agua en las células 
apoptóticas  se  produce  a  través  de  las  AQPs  (Jablonski  y  col.,  2004b).  Además,  se 
observó  que,  mientras  que  la  inhibición  de  estas  proteínas  suprime  la  respuesta 
apoptótica, su sobreexpresión aumenta la tasa de apoptosis (Jabloski y col, 2007). 
 Por  otro  lado,  datos  previos  de  nuestro  laboratorio  mostraron  que  el 
transporte  transcelular  de  agua  mediada  por  AQPs  es  indetectable  en  explantos 
expuestos  a  H/R  (Castro  Parodi  y  col.,  2013),  donde  la  expresión  de  AQP9  está 
significativamente  aumentada.  Además,  en  esta  tesis  confirmamos  que  la  AQP3  se 
expresa  en  estos  explantos  sometidos  a H/R.  Precisamente  la  discrepancia  entre  la 
expresión y la funcionalidad de estas proteínas nos permite suponer que la función de 
las AQPs placentarias no estaría limitada a los procesos de intercambio de agua entre 
la madre y el feto sino que podrían estar mediando otros procesos celulares. 
Jablonski  y  colaboradores  postularon  que  la  pérdida  de  la  concentración 
intracelular de K+ establecería un gradiente osmótico que atraería al agua fuera de  la 
célula y obligaría a  la célula a  reducir su  tamaño  (Jablonski y col., 2004a;  Jablonski y 
col.,  2004b).  Además,  la  salida  de  K+  debe  ser  mayor  que  la  pérdida  de  agua 
permitiendo que  los eventos apoptóticos continúen después del AVD. Por eso, estos 
autores  postulan  que  después  de  AVD,  las  AQPs  se  inactivarían  por  cambios 
producidos en  la membrana plasmática, que  la convertirían significativamente menos 
permeable al agua. 
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 La inactivación de estos canales de agua y el flujo de salida continuo de  iones 
K+ desencadenaría la disminución de la fuerza iónica del citoplasma, necesaria para la 
activación de las caspasas y nucleasas apoptóticas (Jessica Chen y col., 2008).  
En este trabajo, exploramos la relación entre apoptosis y las AQPs placentarias. 
Nuestros hallazgos muestran que el bloqueo estérico de  la actividad de  las AQPs   por 
HgCl2,  inhibe  drásticamente  la  degradación  del  DNA,  el  número  de  núcleos 
apoptóticos, la expresión de Bax, y la actividad de caspasa 3. 
La AQP3 y AQP9 son sensibles a HgCl2, sin embargo,  la  inhibición de AQP4 por 
HgCl2 es discutida. Algunos autores indican que en ciertas condiciones, AQP4 también 
puede ser  inhibida por HgCl2 pero de una manera completamente distinta a  la que  lo 
hace con el  resto de  las AQPs ya que modificaría un  residuo cisteína citoplasmático. 
Esto  implicaría que el HgCl2 tendría que  ingresar a  la célula para bloquear a  la AQP4, 
cosa que no ocurre en nuestro modelo  (Yukutake et al., 2008). En consecuencia, estos 
resultados  sugieren  que  solo  la  AQP3  y  la  AQP9  podrían  estar  participando  en  los 
eventos apoptóticos.  
Para poder determinar qué  isoforma es  la que  contribuye particularmente al 
proceso de apoptosis en placenta humana, se utilizaron tres bloqueantes selectivos. La 
floretina  es  un  inhibidor  de  AQP9  y  un  inhibidor  parcial  de  AQP3,  el  cloruro  de 
tetraetilamonio (TEA) es un inhibidor de la AQP1 y AQP4, mientras que el CuSO4 es un 
inhibidor de  la AQP3. Como ya mencionamos en  la sección MATERIALES Y MÉTODOS, 
la  inhibición  farmacológica es  la única posible cuando cultivamos explantos de tercer 
trimestre. Ninguno de los inhibidores usados modificó la viabilidad celular.  
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Los  resultados obtenidos  confirman que  la  inhibición de  la AQP4  con TEA no 
interrumpe los procesos apoptóticos, pudiéndose descartar que esta AQP desempeñe 
un papel en estos eventos. Por otra parte, tampoco el bloqueo de AQP9 con floretina 
inhibió  la apoptosis del trofoblasto, mientras que, el bloqueo de  la AQP3 con CuSO4, 
mostró  el  mismo  resultado  que  con  HgCl2.  Sumado  a  esto,  nuestros  resultados 
confirmarían  la  expresión  de  AQP3  en  explantos  expuestos  a H/R,  sugiendo  que  la 
AQP3, posiblemente sería la isoforma involucrada en estos procesos apoptóticos. 
Está bien establecido que las alteraciones en la función placentaria por factores 
externos  como  las  fluctuaciones  en  la  tensión O2  y  el  aumento  de  los  ROS  pueden 
conducir a un aumento significativo de la apoptosis placentaria. En el presente estudio, 
se aportan pruebas de que las AQPs y, en particular, la AQP3, podrían actuar como un 
factor  crítico  en  la  regulación  de  la  apoptosis  placentaria.    Por  lo  tanto,  cualquier 
alteración en  la expresión o  la  funcionalidad de  las AQPs perturbaría el equilibrio de 
este proceso sumamente ordenado. Esta alteración podría ser la causa subyacente que 
conduciría  al  desencadenamiento  de    trastornos  gestacionales  tales  como 
preeclampsia.  Sin  embargo,  la  expresión  de  AQP3  disminuye  en  placentas 
preeclámpticas,  posiblemente  como  un  intento  de  las  células  trofoblásticas  de 
disminuir la tasa de apoptosis durante el desarrollo de este síndrome.  
Por  otro  lado,  la  expresión  de  la  AQP9  en  placentas  preeclámpticas  está 
aumentada y no sería  funcional para el  transporte de agua ni de polioles  (Damiano y 
col., 2006).  Nuestros resultados sugieren que la AQP9 no parecería tener un rol directo 
en los procesos de apoptosis del trofoblasto.  
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Sin  embargo,  en  otros  tejidos,  se  le  ha  dado  un  importante  papel  en  el 
transporte de lactato ya sea como depurador de ROS o como fuente de energía,  y se 
ha  observado  que  la  pérdida  de  la  funcionalidad  o  la  ausencia  de  la  AQP9  podría 
afectar negativamente la supervivencia de la célula (Akashi y col., 2015), aumentando la 
generación  de  radicales  libres  y  exacerbando  los  procesos  apoptóticos.  De  esta 
manera,  la  falta  de  funcionalidad  de  la  AQP9  en  placentas  preeclámpticas  podría 
contribuir al aumento de la apoptosis del trofoblasto. Otros estudios serán necesarios 
para confirmar esta hipótesis. 
  Teniendo en cuenta las alteraciones en la expresión y funcionalidad de las AQPs 
en placentas preeclámpticas  (Damiano y col, 2006), y que no hay pruebas de que haya 
alguna relación entre  la preeclampsia y un flujo de agua alterado entre  la madre y el 
feto, proponemos que las AQPs podrían estar involucradas en otros procesos además 
del transporte de agua. Es más, nuestros estudios sostienen firmemente la idea de que 
las  AQPs  tendrían  un  rol  en  los  procesos  apoptóticos  y  que,  particularmente,  el 
bloqueo  de  la  actividad  de  AQP3  con  CuSO4  podría  impedir  la  cascada  de  eventos 
apoptóticos en el trofoblasto. Asimismo, cambios en la función y expresión de las AQPs 
placentarias podrían ser uno de los factores cruciales en el desencadenamiento de las 
manifestaciones  clínicas  de  este  desorden  hipertensivo  gestacional.  Entender  los 
mecanismos moleculares  implicados  en  esta  enfermedad podría  ser de  gran  interés 
para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para lograr un embarazo exitoso.  
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5.2 CONCLUSIONES 
   
En base a los objetivos propuestos y a los resultados obtenidos en este trabajo, se 
concluyó lo siguiente: 
1‐ El  tratamiento  con  la  condición  H/R  dio  como  resultado  las  mismas 
alteraciones en la expresión de AQP3 y AQP4 que las encontradas en placentas 
preeclámpticas sugiriendo que  las fluctuaciones en  la tensión de oxígeno que 
sufren estas placentas modularían la expresión de estas proteínas, como ya se 
había comprobado en el caso de AQP9. 
2‐ Las AQPs presentes en trofoblasto serían necesarias para  la progresión de  los 
eventos  apoptóticos  en  este  tejido,  ya  que  su  inhibición  provocó  la 
interrupción de estos procesos. 
3‐ Si bien en placentas preeclámpticas  se describió un marcado aumento en  la 
expresión  de  AQP9,  no  tendría  una  participación  directa  en  los  procesos 
apoptóticos, ya que su  inhibición no provocó alteraciones en  la apoptosis del 
trofoblasto en el modelo de H/R. 
4‐ Si  bien  la  expresión  de  AQP3  se  encontró  reducida  en  placentas 
preeclámpticas,  se  comprobó  que  se  encuentra  expresada  en  membrana 
apical  del  trofoblasto  en  la  condición  de  H/R  y  su  inhibición  impidió  la 
progresión de  la apoptosis, sugiriendo que esta  isoforma podría  tener un  rol 
importante en los procesos apoptóticos.  
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5.3 PERSPECTIVAS 
 
La etiología de  la preeclampsia continúa siendo un enigma. A pesar de que  la 
placenta ocupa un  lugar central en esta patología, el  interrogante aún no resuelto es 
qué  lleva,  en  algunas,  pero  no  en  todas  las  mujeres,  al  desarrollo  del  síndrome 
multisistémico materno a partir de la reducción de la perfusión placentaria. 
Este trabajo se acerca a  la  idea de que  la desregulación de  las AQPs placentarias 
podría ser uno de los factores que contribuyen al aumento del estrés oxidativo y de la 
apoptosis del  trofoblasto en placentas preeclámpticas,  sin embargo, quedan muchas 
incógnitas al respecto.  
Si bien AQP9 está aumentada en estas placentas, no estaría participando en  los 
procesos apoptóticos. Una de  las  causas podría  ser  la  falta de  funcionalidad para el 
transporte  de  agua  observada  en  trabajos  anteriores  (Castro  Parodi  y  col.,  2013). 
Debemos  continuar  preguntándonos  entonces,  ¿a  qué  se  debe  este  aumento  en  la 
expresión de AQP9 y la falta de funcionalidad en placentas preeclámpticas? 
Una  posibilidad  es  que  la  H/R  desencadene  mecanismos  que  alteren  la 
funcionalidad de AQP9. Fluctuaciones en la  tensión de O2 generan peroxinitrito como 
resultado  de  la  combinación  del  anión  superóxido  y  del  óxido  nítrico  (Pacher  y  col., 
2007).  
El  peroxinitrito  puede  nitrar  residuos  de  tirosina  en  las  proteínas  produciendo 
nitrotirosina (Radi, 2004).  
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Muchas  proteínas  se  modifican  covalentemente  por  nitración  y  pierden  su 
función,  como  por  ejemplo,  la  superóxido  dismutasa  (SOD)  (MacMillan‐Crow  y  col., 
2008), la prostaciclina sintetasa (PCS) (Zou y col., 1999); o bien la incrementan como en 
el caso de la PARP (Szabo y col., 1996) y la ciclooxigenasa 2 (COX‐2) (Landino y col., 1996). 
La  nitración  es  un  evento  terminal  en  el  que  las  proteínas  pierden  su  actividad 
produciendo daño  celular. Además,  la nitración dirige a  las proteínas al proteosoma 
(Souza y col, 2000). Si bien se identificaron numerosas proteínas nitradas en la placenta 
normal, estas aumentan en preeclampsia (Myatt, 2010; Myatt y col, 1996; Webster y col., 
2006),  lo que puede deberse  a que, en  estas placentas,  la  actividad proteosomal  se 
encuentra  reducida  como  consecuencia del estrés oxidativo/nitrosativo  (Hass  y  Sohn, 
2003). La  idea de que, en placentas preeclámpticas,  la AQP9 podría ser nitrada dando 
una proteína no funcional y, además, estar sobreexpresada debido a la reducción de su 
degradación en proteasoma, será objeto de futuros estudios.  
Por  otro  lado,  en  otras  situaciones  de  isquemia,  como  la  isquemia  cerebral, 
algunos  autores  sugieren  que  las AQPs  podrían  estar  implicadas  en  el metabolismo 
energético,  como  un  canal  de  solutos  neutros,  o  bien  podrían  participar  en  un 
mecanismo  de  detoxificación  celular  como  es  la  depuración  del  exceso  del  lactato 
producido durante  la hipoxia  (Badaut  y  Regli,  2004). El  lactato  actúa  como  fuente de 
NADH, que  a  su  vez actúa atrapando ROS. Entonces,  sería  interesante estudiar  si  la 
falta  de  funcionalidad  de  AQP9  en  placentas  preeclámpticas  podría  disminuir  el 
transporte de  lactato contribuyendo a  la generación del estrés oxidativo en el  tejido 
(Miki y col., 2013). 
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Por último, en este trabajo se encontró que las AQPs serían importantes para los 
procesos apoptóticos del trofoblasto. Sin embargo, queda por investigar el mecanismo 
por  el  cual  esto  ocurre,  determinando,  en  principio,  si  la  inhibición  de  las mismas 
afecta la disminución del volumen celular durante las primeras etapas de la apoptosis.  
Sumado  a  esto,  se  sabe  que  la  presencia  de  AQPs  en  la  membrana  interna 
mitocondrial podría ser importante para los eventos apoptóticos (Lee y Thevenod, 2006; 
Calamita y col., 2005; Lee y col., 2005). Sería interesante estudiar, entonces, si estas AQPs 
están  presentes  en mitocondrias  de  tejido  trofoblástico  y  si  tienen  implicancias  en 
estos procesos.  
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